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L’Artrite Reumatoide (AR) è una malattia autoimmune sistemica ad eziologia 
sconosciuta, caratterizzata dallo sviluppo di una sinovite cronica responsabile di un 
danno cartilagineo e di erosioni ossee poliarticolari. L’infiammazione prende avvio 
da un’attivazione del sistema immunitario contro antigeni self e numerose sono le 
molecole che sono state proposte quali possibili auto antigeni: il collagene di tipo II, 
la glicoproteina-39 dei condrociti umani, la glucosio-6-fosfato isomerasi e alcune 
HSPs secrete durante stress, come la chaperonina BiP (GRP78). Recentemente, per 
l’identificazione di specifici biomarkers di malattia, sono stati avviati diversi studi 
di proteomica sul siero, sul liquido sinoviale e sulle cellule (sinoviociti e linfociti) 
di pazienti con diagnosi di AR.  
Scopo del lavoro – L’ipotesi di lavoro che ha guidato questo studio è stata quella di 
identificare, attraverso l’utilizzo dell’elettroforesi bidimensionale (2DE) combinata 
con la spettrometria di massa (MS), le proteine contenute nella saliva di pazienti 
affetti da AR e di confrontare tale pattern proteico salivare con quello di soggetti 
sani, al fine di evidenziare le eventuali alterazioni dell’espressione proteica che si 
manifestano nella malattia.  
Pazienti e metodi – Nello studio sono stati arruolati 20 pazienti con diagnosi di AR 
formulata in base ai criteri dell’American College of Rheumatology (ACR) e 20 
soggetti sani confrontabili per sesso e per età a costituire un gruppo di controllo. La 
caratterizzazione del profilo proteico salivare di ciascun campione è stata effettuata 
con l’elettroforesi bidimensionale e gli spot proteici di interesse sono stati 
identificati con la spettrometria di massa (MALDI-TOF mass spectrometry).  
Risultati - L’analisi delle immagini ha permesso di identificare 10 spots proteici 
significativamente up-regolati nei pazienti con AR rispetto al gruppo di controllo. 
Tali spots sono confluiti in 8 diverse proteine: calgranulina A, calgranulina B, 
proteina epidermica legante gli acidi grassi (E-FABP), 6-fosfogluconato 




deidrogenasi (6-PGDH), perossiredossina5 (PRX5), Apolipoproteina A-1, 
chaperonina GRP78/BiP e proteine della famiglia 14-3-3. L’analisi Western blot 
(WB) è stata utilizzata per verificare i risultati ottenuti dall’analisi dei gels 
dell’elettroforesi bidimensionale allargando l’indagine, per le proteine di maggiore 
interesse GRP78/BiP e 14.3.3, ad un gruppo di controllo patologico rappresentato 
da 10 pazienti affetti da artropatia psoriasica.  Ciò ha permesso di identificare le due 
isoforme specifiche delle proteine 14.3.3, ovvero la gamma e la sigma, e di 
dimostrare un’up-regolazione della proteina GRP78/BiP nei soggetti affetti da AR, 
sia rispetto ai controlli sani che ai controlli patologici. 
Conclusioni - Lo studio ha consentito di evidenziare il ruolo potenziale dell’analisi 
proteomica salivare nella ricerca di biomarkers dell’AR. In particolare i risultati 
ottenuti suggeriscono la possibilità di identificare diversi aspetti della malattia 
attraverso l’analisi delle proteine contenute nei campioni di saliva. Da questo punto 
di vista, le proteine 14.3.3 potrebbero rappresentare indicatori non specifici di 
danno cartilagineo, mentre la proteina GRP78/BiP potrebbe esser considerata come 




















CAPITOLO 1 – INTRODUZIONE 
 
 
1.1 – L’Artrite Reumatoide (AR) 
 
1.1.1 – Definizione ed epidemiologia 
L’Artrite Reumatoide (AR) è una malattia autoimmune sistemica caratterizzata da 
un decorso cronico e progressivo. Il quadro tipico conclamato è rappresentato da 
una poliartrite erosiva e deformante, che generalmente interessa le articolazioni 
periferiche in modo simmetrico e comporta una importante compromissione della 
qualità di vita dei pazienti, una perdita della capacità lavorativa (il 50% dei soggetti 
affetti è a rischio di perdere la propria attività lavorativa dopo 10 anni di malattia) e 
una diminuzione dell’aspettativa di vita. Se non trattata in tempi e modi adeguati, la 
malattia è pertanto potenzialmente invalidante. 
La prevalenza si aggira attorno a valori di 0,5 – 1% nella popolazione generale, con 
picchi tra i nativi d’America e minore diffusione di malattia tra gli abitanti 
dell’Africa Sud Sahariana. L’incidenza annuale va da 12 a 34 casi ogni 100.000 
abitanti. 
Come per altre malattie autoimmuni, le donne sono maggiormente colpite 
(M:F=1:3), in particolare nella IV e V decade di vita, anche se l’AR può insorgere a 










1.1.2 – Genetica e fattori ambientali 
L’eziologia dell’AR non è ancora del tutto conosciuta. Attualmente l’ipotesi più 
accreditata è quella che, in soggetti geneticamente predisposti, l’esposizione ad un 
agente infettivo non precisato causi un’attivazione antigene-specifica dell’immunità 
acquisita. 
La predisposizione genetica è stata dimostrata attraverso studi familiari (vedi 
Tab.1): parenti di primo grado di pazienti affetti da AR presentano un rischio di 
sviluppare la malattia significativamente maggiore rispetto alla popolazione 
generale (2); inoltre la concordanza in gemelli omozigoti è del 12-15%, mentre nei 
gemelli dizigoti è di circa il 4% (3,4), il che fa supporre che i fattori genetici 
ereditari influiscano per un buon 60% sulla suscettibilità nei confronti dell’AR (5). 
 
Popolazione generale ~0,8% 
Fratelli ~3-4% 
Gemelli dizigoti ~3-4% 
Gemelli monozigoti ~15% 
Tab.1 – Componente genetica dell’eziologia dell’AR 
 
Un ruolo importante spetta ai geni per gli alleli del complesso maggiore di 
istocompatibilità (MHC): HLA-DR4 Dw4 (locus genico DR Bl*0401) presente nel 
90% dei pazienti con anti-CCP positivi, DR4 Dw14 (locus genico DR 
Bl*0404/0408) e DR4 Dwl5 (locus genico DR Bl*0405/0410) sono stati riscontrati 
in circa il 70% dei pazienti con AR e solo nel 28% della popolazione generale, 
dimostrandosi senza dubbio responsabili di un rischio genetico maggiore per lo 
sviluppo della malattia (6). Con l’avvento delle tecniche di polymerase chain 
reaction (PCR) è stata poi individuata una specifica sequenza pentapeptidica sulla 
catena βl di HLA-DR, in posizione 70-74 (EQK/RRAA*), comune a tutti gli alleli 
                                                 
*
 E= acido glutammico; Q = glutammina; K = lisina; R = arginina; A= alanina. 




connessi all’AR (7, 8), in particolare ad HLA DR1 Dw1 (locus genico DR Bl*0101) 
e ad HLA DR4 Dw4 e Dw14: questa sequenza, chiamata shared epitope o epitopo 
condiviso , è presente in più del 95% dei pazienti con HLA-DR associati all’AR, ed 
è risultata correlata più che ad un maggior rischio di sviluppare la malattia, ad un 
decorso clinico più severo (9). Tale scoperta è in accordo con la teoria secondo cui, 
alla base dell’AR, ci sarebbe un’alterazione del meccanismo di presentazione 
dell’antigene proprio da parte delle molecole HLA-DR. Secondo un’ipotesi di 
mimetismo molecolare l’epitopo condiviso potrebbe funzionare come sito di legame 
per peptidi artritogenetici, ovvero per autoantigeni che mimano un antigene 
esogeno, o potrebbe esso stesso rappresentare un autoantigene in grado di innescare 
una risposta T cellulare. Un’altra ipotesi attualmente considerata è che tale epitopo 
permetta lo sviluppo maturativo di cloni T autoreattivi nel timo, esercitando verso 
di essi una selezione positiva piuttosto che una negativa (10).  
Al contrario altri geni del complesso HLA risulterebbero protettivi nei confronti 
dell’AR: HLA-DR4 w10 e w13, HLA-DR2 e HLA-DR7 sono stati infatti riscontrati 
con frequenza minore nei pazienti affetti rispetto ai controlli, dimostrando una 
correlazione negativa con la malattia (11).  
Vi sono poi altri geni al di fuori del sistema dell’HLA che apportano il loro 
contributo. Tra questi ci sono i geni che controllano l’espressione del recettore per 
l’antigene sulle cellule T e delle catene pesanti e leggere delle Immunoglobuline 
(Ig) (12), ma soprattutto i geni per il TNFα: la presenza di un’alterata produzione di 
citochine nei tessuti colpiti dalla malattia (13) e l’efficacia della terapia con 
anticorpi monoclonali diretti verso il TNFα, hanno infatti suggerito che il 
polimorfismo dei geni per tale fattore potesse associarsi all’AR (14).  
Successivamente in uno studio su 52 famiglie di pazienti con almeno un membro 
affetto da AR, portatori di un polimorfismo del promotore del TNF e di micro 
satelliti TNFa e TNFb, è emerso che i micro satelliti TNF a5 e b6 si possono 
considerare marker indipendenti di suscettibilità all’AR, mentre il polimorfismo del 
promotore non ha correlazioni significative con la malattia (15).  




Infine nell’ambito dei polimorfismi genici recentemente è emerso, come marcatore 
di rischio per lo sviluppo dell’AR, il single nucleotide polymorphism (SNP) della 
PTPN22 (proteina tirosina fosfatasi) con sostituzione in posizione 1858 
dell’Arginina da parte del Triptofano (16).  
I fattori genetici sembrano dunque importanti per la predisposizione allo sviluppo 
dell’AR, ma altrettanto lo sono alcuni fattori ambientali. Tra questi sono stati 
chiamati in causa fattori neuro-ormonali, infettivi e dietetici. Per quanto concerne i 
primi, i dati della letteratura documentano un’inadeguata produzione di cortisolo in 
relazione al processo flogistico cronico della malattia, picchi notturni precoci e 
protratti di melatonina (MLT) e prolattina (PRL) e un’aumentata attività del sistema 
nervoso simpatico. Il motivo di questo incremento dell’attivazione simpatica è 
verosimilmente l’inefficiente produzione di cortisolo che si verifica nella fase 
cronica della malattia; il tono simpatico aumentato è stato peraltro chiamato in 
causa come uno degli elementi implicati nel processo di aterosclerosi accelerata e 
nell’elevato rischio cardiovascolare connessi alla malattia. Nell’insieme queste 
alterazioni favoriscono la liberazione delle citochine Th1 che sostengono il 
processo infiammatorio artritico. Nell’ambito delle alterazioni endocrinologiche 
sono state inoltre segnalate la diminuzione della produzione di androgeni a livello 
surrenalico, con bassi livelli di androstenedione, deidroepiandrosterone e 
deidroepiandrosterone solfato, e un’alterazione nel metabolismo degli estrogeni. 
Relativamente a questi ultimi, l’ipotesi di un ruolo regolatore degli ormoni sessuali 
nella risposta immunitaria, con effetti anti-infiammatori degli androgeni e pro-
infiammatori degli estrogeni, è nata inizialmente dall’osservazione di una maggior 
prevalenza della malattia nel genere femminile prima della menopausa, ma poi è 
stata confermata da una serie di studi che hanno evidenziato come la malattia sia 
più frequente nelle nullipare e come, in corso di gravidanza, le pazienti affette 
manifestino un significativo miglioramento clinico (17). Numerosi dati oggi 
confermano inoltre che le alterazioni del metabolismo estrogenico sono 
particolarmente evidenti a livello articolare, dove i livelli di estrogeni (pro-
infiammatori) nel liquido sinoviale sono molto più alti degli androgeni (anti-
infiammatori), in virtù del fatto che le citochine infiammatorie favoriscono la 




conversione degli androgeni in estrogeni attraverso l’enzima aromatasi. Infine 
sembra esistere una relazione inversa tra i livelli sierici di 25(OH) vitamina D e 
l’attività della malattia, il che lascia ipotizzare un ruolo immunosoppressore della 
vitamina stessa, essenzialmente sulla risposta delle citochine Th1 (18). 
Anche alcuni costituenti della dieta sembrano in qualche modo connessi ad un 
maggior rischio di malattia (ad esempio alimenti ossidanti, proteine contenute nelle 
carni rosse e grassi saturi): in uno studio del 1999, si è visto che i soggetti che 
consumano grandi quantità di grassi polinsaturi della categoria degli omega-3, 
soprattutto l’olio d’oliva, presentano un rischio molto minore di sviluppare l’AR. Il 
motivo per cui tali alimenti inducano una protezione nei confronti della malattia 
non è ancora accertato, ma si pensa che alla base ci siano soprattutto le loro 
proprietà antiossidanti (19). 
Ben caratterizzato è invece il ruolo che svolge il fumo di sigaretta: è stato 
ripetutamente dimostrato che esiste un significativo aumento di incidenza dell’AR 
tra i fumatori, con un rischio relativo associato al fumo di circa 1,8 (20-23). Gli 
effetti connessi al consumo di tabacco sono rappresentati da un aumento del Fattore 
Reumatoide (FR) sierico e da un’alterazione della funzione immunitaria a livello 
polmonare e sistemico (24): nei pazienti positivi per il FR e rientranti nei criteri di 
classificazione per l’AR (vedi Tab.5), sia la presenza dell’epitopo condiviso che il 
fumo di sigaretta sono fattori di rischio per la malattia sieropositiva, con una 
marcata correlazione tra l’esposizione ambientale ed il fattore di rischio genetico. 
Inoltre individui fumatori e portatori dei due alleli per lo shared epitope hanno un 
rischio di 16 volte maggiore di sviluppare AR sieropositiva rispetto alla 
popolazione generale dei non fumatori. Viceversa non esiste correlazione 
significativa dimostrata tra questi due fattori di rischio, da soli o in combinazione, e 
lo sviluppo di un’AR sieronegativa, ovvero negativa per il FR (25, 26). 
Tra i potenziali fattori scatenanti ambientali risulta poi fondamentale il contatto con 
un agente infettivo non ancora accertato, ma ipotizzato come ubiquitario, vista la 
distribuzione della malattia su scala mondiale. Diversi virus e batteri sono stati presi 
in considerazione, ma nessuno si è dimostrato essere agente causale certo; tra i virus 




in particolare un possibile trigger nel determinismo dell’AR appare il Parvovirus B 
19: in vitro esso ha dimostrato di poter indurre cambiamenti del fisiologico fenotipo 
di fibroblasti sinoviali umani normali (27). Ancora potrebbero esser coinvolti il 
virus di Epstein-Barr, il citomegalovirus, il virus della rosolia e il virus-1 della 
leucemia a cellule T (HTLV-1), mentre tra gli agenti batterici si è pensato 
soprattutto a Micoplasmi, Yersinia o Micobatteri. A sostegno dell’importanza delle 
infezioni come fattori ambientali connessi allo sviluppo della malattia, alcuni 
ricercatori del Karolinska Institute in Svezia hanno presentato all’EULAR (Annual 
Congress of the European League Against Rheumatism) nel giugno del 2008 i 
risultati di uno studio effettuato su 333 bambini che avevano contratto un’infezione 
prima del compimento del primo anno di età; essi sono stati seguiti nel tempo, dal 
1973 al 2002, ed hanno evidenziato un’incidenza significativamente maggiore di 
sviluppo dell’artrite idiopatica giovanile o dell’artrite reumatoide dell’adulto. Il 
meccanismo con cui un agente infettivo possa però causare il processo 
infiammatorio cronico dell’AR costituisce ancora oggetto di discussione.  
Le ipotesi alternative che sono state prese in considerazione sono le seguenti: 
 l’infezione si localizza primariamente a livello delle strutture articolari e 
poi cronicizza;  
 costituenti dell’agente infettivo potrebbero esser trattenuti nel tessuto 
sinoviale con conseguente reazione infiammatoria cronica;  
 il microorganismo o la risposta verso di esso scatenano un’attivazione del 
sistema immunitario contro componenti articolari, dunque contro antigeni 
self. Secondo tale ipotesi, l’agente infettivo coinvolto indurrebbe l’ospite 
ad una reattività crociata nei confronti delle strutture articolari a causa di 
un mimetismo molecolare; essa sembra poter esser confermata dalla 
recente dimostrazione di analogie di sequenza tra i prodotti di alcuni 
batteri Gram-, la glicoproteina gp110 dell’EBV e l’HLA DR4 Dw4 (28, 
29). Tra i batteri il Proteus mirabilis suscita a tale proposito un discreto 
interesse, poiché il motif aminoacidico presente nelle emolisine di tale 
patogeno presenta omologie di sequenza con lo shared epitope delle 




molecole HLA-DR associate all’AR (30); inoltre esistono omologie anche 
tra il pentapeptide dell’ureasi del Proteus e la sequenza aminoacidica del 
collagene di tipo XI, presente nella cartilagine jalina, soprattutto delle 
piccole articolazioni; 
 l’infiammazione è innescata da alcuni prodotti di degradazione dei 
microorganismi infettanti, i cosiddetti superantigeni, che legano 
contemporaneamente molecole HLA-DR e il frammento Vβ del recettore 
eterodimerico dei linfociti T, attivando in aggiunta le cellule T che 
esprimono il gene per quel frammento. Sono superantigeni per esempio le 
esotossine dello Staphylococcus aureus, dello S. piogenes, della Yersinia 
enterocolitica e del Mycoplasma arthritidis. Tuttora il loro ruolo rimane 
ipotetico nella patogenesi dell’AR, ma ci sono diverse evidenze a sostegno 
del loro coinvolgimento (31). 
 
1.1.3 – Patogenesi 
La malattia articolare reumatoide è caratterizzata da infiammazione cronica delle 
articolazioni sinoviali, con proliferazione della sinovia ed infiltrazione da parte di 
cellule di derivazione ematica, in associazione ad un importante processo di 
neoangiogenesi (32).  
Qualsiasi tipo di cellula immunitaria e di mediatore dell’infiammazione può esser 
considerato coinvolto nel processo cronico di danno nell’AR, ma sembra che sia 
l’attivazione del sistema di linfociti T CD4+ ad avviare e sostenere la malattia nel 
tempo. Ciò è stato suggerito dalla presenza nella sinovia dei pazienti con AR di un 
infiltrato di cellule mononucleate, rappresentate per circa il 40% da cellule T 
esprimenti in larga parte markers di attivazione (33). Per lo più si tratta di piccole 
cellule T con fenotipo memory/helper (CD3+CD4+CD45RO+) e con scarso 
citoplasma, organizzate a formare degli aggregati di tipo linfoide-follicolare 
circondati da linfociti B o disposte in strati diffusi con altre cellule mononucleate, 
prevalentemente nelle regioni perivascolari. Ad esse si associano nelle aree più 




periferiche, soprattutto in fase conclamata, cellule infiammatorie dendritiche, 
macrofagi e plasmacellule.  
Negli ultimi anni hanno destato maggior interesse proprio le cellule dendritiche 
(DC), ovvero APC (antigen-presenting cells) in grado di presentare l’antigene e di 
attivare i linfociti T naive; esse sono considerate, assieme ai CD4+, i principali 
responsabili nella patogenesi dell’AR. Alla base di questa ci sarebbe infatti come 
detto un’anomala presentazione di autoantigeni ai linfociti T, con creazione di cloni 
T autoreattivi (34). A conferma del loro coinvolgimento, le DC sono state 
identificate in notevoli quantità nel tessuto e nel liquido sinoviale delle articolazioni 
colpite dall’AR e, in vivo in modelli murini, si è dimostrato che esse vengono 
richiamate nei siti di flogosi dal TNF-α (35). Quest’ultimo rivestirebbe dunque, 
assieme all’IL-1, un ruolo di primaria importanza nell’up-regulation delle molecole 
di adesione espresse dall’endotelio e nella migrazione transendoteliale delle cellule 
nel tessuto sinoviale (36). L’ingresso delle cellule infiammatorie nell’articolazione 
colpita è permesso infatti dall’aumentata espressione delle molecole di adesione 
presenti sulle cellule endoteliali, come le E-selectine, le ICAM-1 e le VCAM-1, e 
dall’attività di fattori chemiotattici; questi ultimi promuovono la migrazione 
cellulare nel sito della flogosi e sono rappresentati da chemochine CXC, come 
Interleuchina- (IL-) 8 e GRO-α, e chemochine CC come RANTES (Regolazione 
sotto attivazione della cellule normali T espresse e secrete), MCP-1 (proteina 1 
chemiotassica dei monociti), MIP-1α e MIP-1β (proteine  1α e 1β infiammatorie per 
i macrofagi) (37). Inoltre si è visto che un’aumentata concentrazione sierica di 
TNF-α, TNF-R, IL-6, IL-2R, sICAM, sVCAM e VEGF correla con una maggiore 
aggressività clinica della malattia (38, 39). 
Una volta attivate dal contatto con l’antigene, le cellule T CD4+ stimolano la 
produzione di numerose altre citochine da parte di monociti, macrofagi e fibroblasti 
sinoviali e la secrezione di metalloproteasi della matrice (Fig. 1). Il meccanismo 
con cui esse riescono ad incrementare la produzione di tali mediatori della flogosi, è 
dipendente dalle molecole di superficie cellulare che esse esprimono, quali il CD69 
e il CD118 e dal rilascio di mediatori solubili, come l’Interferon-γ (IFN- γ) e l’IL-
17 (40). Allo stesso tempo i linfociti T CD4+ attivati stimolano l’osteoclastogenesi 




esprimendo il ligando dell’osteoproteogerina (OPG-L) (41) e, assieme ai macrofagi 
e ai fibroblasti attivati, avviano i processi di neoangiogenesi: questo spiegherebbe 
sia il danno osteoarticolare che l’aumentata vascolarizzazione sinoviale che 
caratterizzano i pazienti con AR (42).  
Infine le cellule T attivate stimolano la produzione di Ig da parte delle cellule B, 
attraverso l’esposizione di alcune molecole-segnale sulla loro membrana, tra cui il 
ligando delle αLβ2 integrine, il CD154 (CD40-ligando) e il CD28. Tra le Ig prodotte, 
rientra anche il Fattore Reumatoide (FR), un anticorpo diretto verso determinanti 
antigenici sul frammento Fc delle IgG, riscontrato nel siero dell’80% dei pazienti 
con AR; esso presenta una specificità piuttosto bassa, poiché si ritrova anche nel 
siero di pazienti con altre patologie autoimmuni e in una certa quota di soggetti sani 
(43), ma è ritenuto da anni coinvolto nella patogenesi dell’AR, essendo responsabile 
della formazione di immunocomplessi che poi attivano i fagociti o la cascata del 
complemento, depositandosi nelle articolazioni. A sostegno del suo ruolo nella 
malattia, è stato dimostrato che i livelli sierici di FR correlano con la severità e con 
il grado di attività: l’AR sieropositiva si associa infatti ad una malattia articolare più 
aggressiva e ad una maggiore frequenza di manifestazioni extra-articolari, con un 
aumentato tasso di mortalità e morbilità (44, 45). Inoltre nella membrana sinoviale 
delle articolazioni colpite si sono ritrovate moltissime cellule B con specificità alta 
per il FR.  





Fig. 1 - Cascata del segnale delle citochine coinvolte nell’infiammazione dell’AR. 
 
I linfociti B sono però coinvolti nella patogenesi dell’AR non soltanto per la loro 
capacità di sintetizzare Ig; ad essi sono stati attribuiti diversi ruoli potenzialmente 
critici per lo sviluppo della patologia. Le cellule B possono infatti esercitare, grazie 
ai loro recettori per le Ig, la funzione di APC (Fig. 2): esse processano e presentano 
peptidi antigenici alle cellule T, che poi proliferano ed avviano l’amplificazione 
della cascata pro-infiammatoria. I recettori per le Ig presenti sulla superficie delle 
cellule B sono in grado di legare antigeni presenti anche in concentrazioni molto 
basse nell’ambiente circostante e di scinderli in peptidi, che poi vengono presentati 
ai linfociti T nell’ambito di molecole HLA-DR4. Seguono la proliferazione 
linfocitaria T e la produzione delle citochine prima elencate (46), con il sostegno 









Fig. 2 – Le cellule B nel loro ruolo di APC 
 
 
Ricapitolando: in seguito alla migrazione dei linfociti all’interno della sinovia e alla 
loro interazione con i sinoviociti, prende avvio un processo di flogosi sostenuto 
dalle citochine prodotte dai linfociti stessi, dai macrofagi e dai fibroblasti sinoviali; 
in particolare esiste un unbalance, ovvero uno sbilanciamento, delle citochine 
prodotte, in favore di quelle pronfiammatorie, soprattutto l’IL-1 e il TNF-α, ma 
anche l’IL-6, l’IL-12, l’IL-15, l’IL-17, l’IL-18 e l’IL-23 (Fig. 3).  
La flogosi si manifesta inizialmente con la formazione del cosiddetto “panno 
sinoviale”, ovvero la sinovia infiammata aderisce alla cartilagine e distrugge il 
tessuto articolare, muovendosi in maniera centripeta. Tale lesione destruente in 
prima istanza interessa il punto di ancoraggio della capsula articolare ed è 
organizzata da macrofagi e sinoviociti che liberano una serie di enzimi, per lo più 
serina-proteasi, collagenasi, stromelisina e gelatinasi. Contemporaneamente si 
assiste alla diminuzione del numero dei condrociti e della loro attività, processo 
questo sostenuto sempre da citochine pro-infiammatorie come IL-1 e TNF-α.  
Successivamente si verifica la distruzione della componente ossea sub-condrale, ad 
opera delle catepsine prodotte dagli osteoclasti attivati, in particolare la catepsina-K 
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che è in grado di distruggere la matrice ossea. Infine il processo passa ad interessare 
e danneggiare i tendini.  
L’ipervascolarizzazione appare strettamente connessa al danno osteo-cartilagineo.  
È importante ricordare che la stessa “cascata” di eventi può interessare distretti 
extra-articolari, soprattutto in pazienti maschi, sieropositivi e portatori del gene 
HLA-DR4.                                    
  
 












Fig. 3 – Bilancia delle citochine coinvolte nell’AR. 
 
 
1.1.4 – Autoantigeni e autoanticorpi nell’AR 
Oltre al FR, altri auto-anticorpi si possono riscontrare nei pazienti con AR; diverse 
analisi infatti sono state condotte per determinare i targets dei linfociti T e B 
autoreattivi nell’AR e numerose sono le molecole che sono state proposte quali 
possibili autoantigeni; esse sono state distinte in due gruppi principali: molecole 
associate alle articolazioni, ad esempio il collagene di tipo II, la glicoproteina-39 
dei condrociti umani e i proteoglicani, per cui un ruolo patogenetico è scarsamente 
compreso, e molecole non associate alle articolazioni. Queste ultime sono state a 
loro volta suddivise in tre sottogruppi:  




1) antigeni estranei all’organismo umano con sequenze aminoacidiche 
altamente conservate e per larghi tratti omologhe a sequenze umane, 
come le heat shock proteins (HSPs), ovvero proteine dello shock 
termico. Si è visto ad esempio che alcune HSPs del Mycobacterium 
tuberculosis presentano un’omologia di sequenza pari al 65% con le 
HSPs umane (47);  
2) proteine che subiscono mutazioni post-trascrizionali, come la  filaggrina 
citrullinata, verso cui gli autoanticorpi mostrano un’alta specificità, ma 
che presentano viceversa una bassa sensibilità per l’AR e le IgG;   
3) proteine ubiquitarie, come la glucosio-6-fosfato isomerasi, la p205, la 
calreticolina e HSPs secrete durante stress, come la chaperonina BiP 
(GRP78) (48).  
 
Uno dei primi sistemi di auto-antigeni che è stato chiamato in causa nella 
patogenesi dell’AR è quello della filaggrina. Nel 1964 Nienhuis e Mandema (49) 
per la prima volta evidenziarono, nel siero di pazienti affetti da AR, alcuni anticorpi 
diretti contro costituenti di granuli in prossimità del nucleo, attraverso tecniche di 
Imunofluorescenza Indiretta (IIF) che utilizzavano come substrato cellule 
dell’epitelio della mucosa buccale umana. Essi furono indicati con il termine 
generico di Anticorpi Anti-fattore perinucleare (APF) e sono attualmente riscontrati 
in una percentuale tra il 40 e il 90% dei pazienti con AR (50). Nel 1979 Young et 
al. dimostrarono poi la presenza di un altro gruppo di anticorpi, sempre attraverso 
metodiche di IIF; vista la loro specificità di legame con antigeni dello strato corneo 
dell’intestino di ratto, essi furono denominati Anticorpi Anti-Cheratina (AKA). 
Negli ultimi anni gli studi hanno evidenziato una sierologia positiva per AKA in 
circa il 40-60% dei soggetti con AR ben definita (50) e solo nel 28% dei soggetti 
con AR di recente insorgenza (51). Successive evidenze sperimentali hanno 
identificato nella pro-filaggrina il bersaglio comune degli Anticorpi presenti nei 
sieri APF/AKA positivi (52). Questa profilaggrina è un precursore fosforilato della 
filaggrina, una proteina fondamentale per la differenziazione delle cellule epiteliali 
dello strato corneo dell’epidermide; essa viene ottenuta, a partire dal suo precursore, 




grazie ad un clivaggio proteolitico che consente la liberazione di 10-12 filaggrine 
funzionalmente attive (53). Tali polipeptidi vengono poi defosforilati e il 20% circa 
dei loro residui di arginina sono convertiti in citrullina, grazie all’azione 
dell’enzima peptidilarginina-deaminasi (PAD). Sono proprio i residui citrullinati 
della filaggrina e, probabilmente anche di altre proteine, che vanno a costituire il 
determinante antigenico target degli Anticorpi Antifilaggrina (AKA, APF) e più 
specificamente dei cosiddetti Anti-CCP, ovvero anticorpi diretti verso i peptidi 
ciclici citrullinati (54). La loro produzione sembra iniziare a livello locale della 
membrana sinoviale: le concentrazioni di anticorpi contro i residui citrullinati sono 
più alte nel panno sinoviale rispetto al liquido sinoviale e ancor di più rispetto al 
siero (55). Al contrario del FR comunque il dosaggio degli Anti-CCP possiede 
un’elevata specificità, superiore al 90%, specie quando presente ad un titolo elevato 
(56); inoltre Schellekens et al hanno riportato, per un valore di specificità del 98%, 
una sensibilità degli Anti-CCP pari al 68% quando il test viene applicato ad una 
popolazione generale di pazienti con AR, ed al 41% quando applicato ad una 
popolazione di early arthritis (57). Il meccanismo che determina la produzione 
degli Anti-CPP è tuttavia ancora in fase di studio. Si ipotizza che la risposta 
autoreattiva segua la “citrullinizzazione” post-trascrizionale dei residui di arginina 
delle cellule apoptotiche della membrana sinoviale; il motivo dello scatenamento di 
questa autoreattività sembrerebbe risiedere in un’insufficiente clearance di tali 
cellule apoptotiche o in un ritardo nel completamento del programma di morte 
cellulare. Quello che è certo è che esiste una significativa correlazione dimostrata 
tra la positività di tali autoanticorpi ed un decorso più aggressivo della malattia (58). 
 
Negli ultimi anni particolare attenzione è stata rivolta anche alla chaperonina BiP, 
una proteina di 78-kDa glucosio-regolata, secreta nel reticolo endoplasmatico 
cellulare ed abbondantemente riscontrata nella sinovia dei pazienti con AR: essa 
determina l’aumentata proliferazione dei linfociti T sinoviali soltanto nei pazienti 
con AR e non in soggetti affetti da altre forme di artrite (59). Fin dalla sua scoperta 
come proteina che lega le catene pesanti delle Ig, la BiP è stata infatti implicata 
nell’esercizio di funzioni aggiuntive rispetto ad altre chaperonine, svolgendo un 




ruolo nella presentazione antigenica (60) e nella regolazione della risposta T 
citotossica (61). Essa è poi considerata marker dello stato di stress delle cellule, 
poiché in condizioni stressanti, migra fuori dal reticolo endoplasmatico, portandosi 
nel nucleo e soprattutto sulla superficie cellulare, dove più frequentemente viene a 
realizzarsi il suo contatto con gli effettori del sistema immunitario (62). 
 
Viceversa la glucosio-6-fosfato isomerasi non sembra correlare specificamente con 
la malattia: le concentrazioni sieriche di tale enzima e dell’autoanticorpo diretto 
verso di esso sono pressoché le stesse nei pazienti affetti da AR, nei soggetti affetti 
da altri disordini autoimmuni e nei pazienti sani (63).   
 
Intorno agli anni ’90, tra i possibili target dei linfociti T e B autoreattivi nell’AR è 
stata inserita la proteina Sa (vedi Tab.2); è questa una proteina di 50 kDa con una 
struttura ed una funzione ancora sconosciuta, isolata da diversi tessuti umani tra cui 
la sinovia reumatoide. Anticorpi Anti-Sa si ritrovano in circa il 40% dei pazienti 
con AR conclamata, ma meno frequentemente in pazienti con malattia di recente 
insorgenza (64, 65); la loro incidenza inoltre risulta significativamente aumentata 
nei pazienti con AR ad andamento più severo (66).  
 
Un altro gruppo di anticorpi considerato come potenziale marker diagnostico di AR 
è quello degli anticorpi Anti-A2/anti-RA33; questi sono diretti verso la 
ribonucleoproteina eterogenea A2 (hnRNP-A2), ovvero una proteina nucleare 
coinvolta nello splicing e nel trasporto dell’mRNA (67, 68) e sono positivi in circa 
1/3 dei pazienti con AR.  La loro sensibilità è piuttosto bassa poiché anticorpi anti-
A2/anti-RA33 si riscontrano anche nel 20–30% dei pazienti con Lupus Eritematoso 
Sistemico (LES) e nel 40% dei pazienti con connettiviti miste (MCTD); tuttavia 
essi raggiungono una specificità del 96% quando una diagnosi di LES o di MCTD 
può essere esclusa, o in caso di assenza di autoanticorpi associati al LES e alla 
MCTD (anti-DNA, anti-Sm, anti-U1 RNP, anti-Ro, anti-La) (69). Un importante 
elemento da tenere in considerazione è che nelle altre artriti, ad esempio in quelle 
reattive e nell’artrite psoriasica, gli anticorpi anti-A2/anti-RA33 sono di solito 




negativi. Inoltre essi sono presenti anche negli stadi precoci di malattia, soprattutto 
nei casi di AR sieronegativa: secondo dati recenti, hnRNP-A2/RA33 è 
sovraespresso nelle membrane sinoviali dei pazienti con AR, presentandosi come 
un possibile target per cellule B e T autoreattive (70). 
 
In circa il 50% dei pazienti con AR si riscontrano infine altri anticorpi antinucleo, 
tra cui soprattutto gli anticorpi diretti verso l’antigene nucleare del virus di Epstein-
Barr; anticorpi anti-Ro possono essere occasionalmente presenti nei pazienti con 
AR, in genere nei casi associati ad una sindrome di Sjögren secondaria, mentre 
piuttosto rari sono i pazienti con AR e positivi per gli anticorpi diretti verso il DNA 












































Tab.2 – Nuovi anticorpi con potenziale valore diagnostico nell’AR (71). 
 
 




1.1.5 – Quadro clinico 
L’artrite reumatoide solitamente interessa più articolazioni con un quadro di 
poliartrite simmetrica cronica. In circa i 2/3 dei pazienti l’esordio è subdolo, con 
sintomi prodromici che, quando presenti, possono durare da qualche settimana a 
diversi mesi: senso di affaticamento, anoressia, debolezza generalizzata e vaghe 
mialgie ed artralgie possono precedere l’insorgenza, di solito graduale, dei sintomi 
specifici. Questi ultimi sono tipici della fase conclamata di malattia, fase in cui 
compare la sinovite che interessa prevalentemente le articolazioni delle mani, dei 
polsi, delle ginocchia e dei piedi. Talvolta però si può avere un esordio acuto con 
una poliartrite a rapida evoluzione associata a sintomi sistemici quali febbre, 
linfoadenopatia e splenomegalia (72). 
 
Manifestazioni articolari (Tab.3) – All’esordio in genere si riscontra un 
interessamento pauci-articolare che poi evolve con progressivo coinvolgimento di 
articolazioni multiple e distribuzione simmetrica. Le articolazioni colpite si 
presentano in genere calde e tumefatte ed il quadro clinico è dominato da un dolore 
di tipo infiammatorio, associato a rigidità soprattutto mattutina di durata superiore a 
un’ora, con limitazione importante dei movimenti. Il dolore inizialmente deriva 
dalla capsula articolare, che risulta ampiamente innervata, e viene accentuato dal 
suo stiramento e dalla sua distensione: l’articolazione infiammata viene di solito 
mantenuta in flessione dal paziente proprio per mantenere la massima espansione 
del volume articolare, riducendo al minimo la distensione della capsula. Il 
rigonfiamento articolare deriva invece dall’accumulo di liquido sinoviale, associato 
all’ipertrofia della sinovia ed all’ispessimento della capsula articolare (Fig. 4); nella 
fase di malattia avanzata l’anchilosi fibrosa ossea e le contratture dei tessuti molli 
possono determinare deformità stabili.  
 
 





Fig. 4 – Articolazione interessata dall’AR messa a confronto con un’articolazione 
sana. 
 
Più frequentemente le prime sedi ad esser colpite sono le interfalangee prossimali 
(IFP) e le metacarpofalangee (MCP), mentre le interfalangee distali (IFD) non sono 
di solito interessate. I tendini flessori dei palmi delle mani possono presentarsi 
ispessiti e nodulari alla palpazione, comportando talvolta l’instaurarsi di un quadro 
di “dita a scatto” (Fig. 5): la guaina che contiene i tendini flessori si restringe, 
ostacolando il normale scorrimento dei tendini all’interno, cosicché quando il 
paziente tenta di piegare il dito, avverte uno scatto doloroso.  
Numerose sono le deformità che interessano le mani, tra cui le più comuni sono: 
 tumefazione fusiforme della parte distale delle dita; 
 dita “ad asola” (en boutonnière) (Fig. 6a), ovvero articolazione IFP fissa 
in flessione ed iperestensione dell’articolazione IFD per indebolimento 
del rivestimento centrale del tendine estensore estrinseco e dislocamento 
palmare delle bande laterali; 
 dito “a collo di cigno” (Fig. 6b), ovvero IFD fissa in flessione, 
iperestensione dell’IFP e contrattura in flessione della MCF per 
contrazione dei flessori; 
 “pollice a zeta” con MCF fissa in flessione e sub lussata (Fig. 6c). 




















Figura 5 – Tipico quadro di dito a scatto: il dito interessato resta piegato ed il 
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Quasi costante è la sinovite dei polsi, con deformità che possono determinare un 
intrappolamento del nervo mediano (“sindrome del tunnel carpale”); nella fase 
terminale si possono avere: la completa distruzione degli interossei con difficoltà 
nella chiusura della mano a pugno; la deviazione ulnare e la sublussazione volare 
delle MCF, accompagnata dalla sublussazione volare e dalla deviazione ulnare dei 




















Fig. 7 – Deviazione ulnare delle dita della mano. 
 
Altrettanto frequente è il coinvolgimento dei gomiti e delle spalle, con borsiti e 
noduli reumatoidi sottocutanei localizzati soprattutto sulle superfici estensorie 
esposte a traumi ripetuti. Tali noduli sono presenti nel 20-35% dei pazienti con AR, 
in particolare in quelli con alti titoli di FR; essi sono formati da una zona centrale di 
necrosi fibrinoide, circondata da un vallo istiocitario e da uno strato periferico di 
tessuto connettivo cellulare (73). Principalmente sono rilevabili a livello della borsa 
dell’olecrano, dell’ulna prossimale, del tendine di Achille e dell’occipite.    
A livello degli arti inferiori la malattia colpisce di solito le metatarsofalangee 
(MTF), con sublussazioni delle teste metatarsali e deformità delle dita ad artiglio o 




a martello (Fig.8) che causano difficoltà importanti nella deambulazione; in 
aggiunta si ha interessamento del ginocchio, con ipertrofia sinoviale, versamento 
cronico e lassità legamentosa. Talvolta, per estensione posteriore 
dell’infiammazione sinoviale, a tale quadro si associa la formazione di una cisti di 
Baker nel cavo popliteo.  
 
 
Figura 8 – Deformità a martello del secondo dito del piede 
 
Il rachide cervicale è l’unica sede assiale interessata, soprattutto a livello di C1-2, 
con possibile sublussazione atlanto-occipitale che causa dolore irradiato all’occipite 
e può complicarsi con compressione del midollo spinale e morte improvvisa del 
paziente.  
I sintomi articolari ora descritti tendono ad esser persistenti, ma la loro severità e 
l’outcome di malattia sono estremamente variabili da soggetto a soggetto e nello 
stesso soggetto in momenti diversi della storia clinica della malattia. L’AR è infatti 
una malattia con andamento recidivante e remittente e, anche se solitamente è 
invalidante, nel 15% dei casi può andare incontro a risoluzione spontanea. 
 





Dito a collo di cigno (IFP iperestese, IFD flesse) 
Deformità a "boutonniere" (IFP flesse, IFD iperestese) 
Pollice a Z (I MCF flessa, I IF iperestesa) 
Deviazione ulnare delle dita 
Rottura dei tendini estensori 
Sindrome del Tunnel Carpale 
Lussazione volare del polso 
Polso rigido (più limitata l’estensione) 
Ginocchio rigido (più limitata la flessione) 
Ginocchio con instabilità laterale 
Piede valgo 
Alluce valgo 
Lussazione plantare dei metatarsi 
Lussazione posteriore del dente dell’epistrofeo 
Lussazione verticale del dente dell’epistrofeo 
IFP: Interfalangee prossimali; IFD: interfalangee distali; MCF: 
metacarpofalangee; IF: interfalangee 
Tab. 3 - Principali deformità riscontrabili in corso di artrite reumatoide 
 
Manifestazioni extra-articolari (Tab.4) – Una delle più comuni manifestazioni 
extra-articolari dell’AR è la formazione dei noduli reumatoidi, che si collocano 
soprattutto a livello delle superfici estensorie degli arti, ma anche a livello pleurico 
o meningeo (74). 
A livello polmonare possono comparire noduli reumatoidi singoli o in ammassi 
multipli, soprattutto a livello periferico, che tendono a confluire o a cavitarsi dando 
pleuriti e versamenti pleurici diffusi di tipo essudatizio. Il liquido pleurico aspirato 
in tali casi si dimostra costituito principalmente da linfociti, polimorfonucleati e 
macrofagi, ma anche da proteine e alte concentrazioni di LDH; basse sono invece le 




concentrazioni di glucosio. Altri quadri clinici riscontrabili sono quelli di una 
bronchiolite obliterante con dispnea ingravescente e di un’alveolite fibrosante, 
sintomatica e progressiva nel 10% dei pazienti. 
Le manifestazioni oculari dell’AR sono invece rappresentate per lo più 
dall’episclerite e dalla sclerite, con possibile assottigliamento della sclera e rischio 
di scleromalacia perforante. Frequentemente si associa una sindrome di Sjögren 
secondaria (cherato-congiuntivite sicca), con xeroftalmia, sensazione di corpo 
estraneo nell’occhio o fotofobia. L’infiammazione cronica può condurre anche ad 
alterazioni anatomiche intraoculari, con possibile evoluzione verso il glaucoma. 
Nei pazienti con malattia di lunga durata, sieropositiva e nodulare, frequente è 
l’insorgenza di una vasculite, soprattutto della forma leucocitoclastica che interessa 
le venule post-capillari con porpora palpabile. Meno comune è l’interessamento 
infiammatorio dei vasa nervorum, con neuropatie sensitive distali, e di altre 
arteriole, con piccoli infarti della punta delle dita, gangrena ed ulcere cutanee. 
Qualsiasi organo o sistema può in realtà esser coinvolto, poiché in rari casi il 
processo vasculitico riguarda vasi di medio calibro, causando una condizione simil-
poliarterite nodosa.  
Un’altra possibile localizzazione dei noduli reumatoidi è, seppur raramente, il 
pericardio (75): tamponamenti cardiaci o pericarditi costrittive possono complicare 
il decorso dell’AR, con instabilità emodinamica e necessità di rapido intervento; 
altrettanto rari i quadri di miocardite. Sempre a livello cardiaco si può avere 
coinvolgimento del sistema di conduzione, con BAV di vario grado, o dell’apparato 
valvolare, con insufficienza funzionale dei lembi. È stato infine dimostrato che, nei 
pazienti con artrite reumatoide attiva, il rischio di aterosclerosi e di eventi cardiaci 
ischemici risulta significativamente aumentato: la malattia si associa ad una 
maggiore rigidità di parete arteriosa e ad una più frequente disfunzione endoteliale, 
sebbene sia tuttora sconosciuto l’esatto motivo per cui ciò avvenga (76, 77).  




Molto rara è la malattia renale associata all’AR: si possono avere vasculiti 
dell’arteria renale o dei suoi rami, glomerulonefriti e, in pazienti con infiammazione 
sostenuta, amiloidosi renale secondaria (75). 
La più comune manifestazione ematologica dell’AR è una lieve anemia ipocromica 
normocitica secondaria alla malattia cronica; attualmente soltanto nell’1% dei casi 
si riscontra poi la sindrome di Felty, caratterizzata dalla triade: malattia 
sieropositiva, neutropenia (<2.000 granulociti/µl) e splenomegalia; spesso si 


















Manifestazioni cutanee  Noduli reumatoidi, dermatite neutrofilica 
reumatoide, papule reumatoidi 
 Manifestazioni ematologiche Anemia, leucocitosi, leucopenia (nella variante 
di Felty), trombocitosi, trombocitopenia (nella 
variante di Felty), linfoadenopatia  
Manifestazioni neurologiche  Leuco-encefalopatia multifocale aspecifica 
(vasculite), neuropatia periferica da 
compressione, neuropatia sensitiva distale, 
mononeurite multipla sensitivo-motoria 
Manifestazioni polmonari  Pleurite, pneumopatia interstiziale, noduli 
polmonari (con pneumoconiosi nella sindrome 
di Kaplan) 
Coinvolgimento renale  Piuttosto raro (glomerulopatia mesangiale, 
membranosa o interstiziale); nella maggior parte 
dei casi si tratta di forme secondarie all'uso di 
farmaci nefrotossici (es. FANS e ciclosporina) 
Manifestazioni cardiache  Pericardite, versamento pericardico, alterazioni 
del sistema di conduzione.  
Manifestazioni oculari e cavo orale  Cheratocongiuntivite secca (dovuta per lo più 
alla coesistenza di una sindrome di Sjogren), 
episclerite, sclerite, xerostomia (dovuta per lo 
più alla coesistenza di una sindrome di Sjogren).  
Interessamento epatico  Aumento degli enzimi epatici (GOT e fosfatasi 
alcalina) nelle fasi di attività della malattia o in 
relazione all'uso dei FANS  
Vasculite reumatoide  Porpora palpabile, noduli, infarti periungueali, 
ulcere cutanee, gangrena delle dita, ed ulcere 
alle gambe. 
 








1.1.6 – Criteri classificativi e diagnosi. 
L’ACR (American College of Rheumatology) nel 1987 ha elaborato e riesaminato i 
criteri classificativi per la diagnosi di AR, riunendo numerosi aspetti clinici, 
sierologici e radiologici (vedi Tab.5) 
a) Rigidità articolare al risveglio (≥ 1h) 
b) Tumefazione di tre o più articolazioni 
c) Artrite delle articolazioni delle mani (MCF, IFP o polsi) 
d) Artrite simmetrica  
e) Noduli reumatoidi sottocutanei in prossimità delle 
prominenze ossee e sulle superfici estensorie o in regioni 
iuxta-articolari 
f) Fattore reumatoide sierico 
g) Erosioni e/o osteoporosi periarticolare dimostrate alle 
radiografie delle mani o dei polsi 
* Linee guida per la classificazione: i criteri da a) a d)  devono essere stati presenti 
per almeno sei settimane consecutive ed i criteri da b) a e) devono essere osservati 
da un medico. La classificazione della malattia richiede che siano soddisfatti 
almeno quattro criteri. 
 
Tab. 5 - Criteri per la classificazione dell’artrite reumatoide (1987) (78). 
 
Una storia clinica suggestiva per AR include: rigidità mattutina prolungata che 
migliora con il movimento, poliartralgie e/o poliartriti, tumefazioni articolari ed 
astenia.  
La diagnosi di laboratorio è finalizzata a chiarire tre aspetti fondamentali: la fase di 
attività infiammatoria sistemica (indici di flogosi), l’interessamento sistemico della 
malattia (ematologico, renale ed epatico) ed i segni di autoimmunità presente nel 
singolo paziente. Circa il 70-90% dei pazienti affetti da AR presenta infatti auto-
anticorpi: si tratta del FR e degli anticorpi anti-CCP. Mentre il FR risulta positivo 




anche in molte altre condizioni (infezione cronica da HCV, Sindrome di Sjögren, 
LES, Sclerosi sistemica, Sarcoidosi, infezioni batteriche e parassitarie) per cui 
risulta assolutamente aspecifico, gli anti-CCP sono altamente specifici (97% di 
specificità e 81% di sensibilità). Dunque un’artrite iniziale che si presenta con una 
positività per FR e anti-CCP deve essere considerata un’AR fino a prova contraria 
(79). 
Esami strumentali di solito evidenziano la presenza di un interessamento 
poliarticolare simmetrico, con noduli reumatoidi più o meno diffusi; l’artrocentesi 
non è diagnostica, ma è utile per escludere infezioni ed artriti reattive: nell’AR il 
liquido articolare appare in genere torbido, con viscosità ridotta, aumento della 
componente proteica e concentrazioni di glucosio normali o leggermente diminuite. 
I GB variano tra 5 e 50.000 per µL, con predominanza di PMN (anche >75%), 
mentre il C3 e il C4 sono nettamente diminuiti rispetto alla concentrazione proteica 
totale del liquido sinoviale. 
Fondamentale è la dimostrazione di alterazioni radiografiche, tra cui quadri di 
osteopenia periarticolare, evidenza di riduzione dello spazio articolare e di erosioni 
(Fig. 9): una percentuale tra il 15 e il 30% dei pazienti affetti presenta tali reperti 
erosivi entro il primo anno di malattia (80). 
 
 
Fig.9 – Immagini di RM che evidenziano erosioni ossee di un ginocchio colpito da AR.  




1.1.7 – Valutazione attività di malattia 
Una volta posta diagnosi di AR, è necessario definire il grado di attività di malattia, 
sia per la scelta della terapia, sia per valutarne l’efficacia. Fino ai primi anni ’90, 
studi clinici sull’AR sono stati caratterizzati dall’uso di molti outcome differenti, 
quali il numero di articolazioni coinvolte e la misurazione della forza alla presa. Per 
consentire una maggiore standardizzazione, l’American College of Rheumatology 
(ACR) ha stabilito il cosiddetto ACR Core data Set, costituito da 7 parametri per la 
quantificazione della risposta alla terapia negli studi clinici (81):  
A. la conta del numero di articolazioni dolenti;  
B. la conta del numero di articolazioni tumefatte; 
C. la misurazione della VES o della PCR;  
D. la determinazione della disabilità funzionale mediante l’impiego 
dell’“Healt Assessment Questionnaire" (HAQ, 82-84), che esprime, con 
un punteggio da 0 a 3, il grado di disabilità del paziente allo svolgimento 
di comuni attività quotidiane, raccolte in 8 items esploranti la 
funzionalità dell'intero apparato osteo-articolare; 
E. il rilievo del grado di dolore riferito dal paziente espresso su scala visuo-
analogica (VAS dolore): il paziente viene invitato ad esprimere un 
punteggio, mediante visualizzazione di una scala visuale, del grado del 
dolore presente in quel giorno, al risveglio;  
F. il giudizio del medico sul grado complessivo di attività della malattia 
espresso mediante scala analogica (VAS medico): il medico esprime un 
giudizio (punteggio) sul grado di attività dell’artrite osservata, 
riferendosi per confronto alla precedente rilevazione clinica;  
G. il giudizio del paziente sul grado complessivo di attività della malattia 
espresso mediante scala analogica (VAS paziente): il paziente viene 
invitato ad esprimere un giudizio (punteggio) sul grado di attività della 
propria artrite, riferito al periodo degli ultimi 7 giorni, impiegando una 
scala visuo-analogica simile a quella riportata in Fig. 10. 




Una risposta statisticamente significativa al trattamento terapeutico si ritiene 
documentata dalla riduzione di almeno il 20% del numero di articolazioni dolenti e 
del numero di articolazioni tumefatte, e del 20% di almeno tre dei 5 rimanenti 
parametri: questa risposta (ACR 20) è stata quindi proposta come indice di 
valutazione minimo della risposta (81), in quanto valore minimo di differenziazione 
dal trattamento con placebo. Sono state descritte anche soglie di miglioramento più 
elevate, quali ACR50 e ACR70 (85), il cui utilizzo è aumentato negli ultimi anni 
con l’arrivo delle terapie biologiche che hanno dimostrato elevati livelli di efficacia. 
Viene sempre comunque raccomandato lo studio radiologico comparativo delle 
articolazioni, per definire l’evolutività. 
I criteri di risposta stabiliti invece dalla European League against Rheumatism 
(EULAR)  si basano sul Disease Activity Score (DAS) (86,87) che applica una 
formula matematica basata su quattro variabili di core set:  
 Indice di Ritchie (RAI): risposta dolorosa del paziente alla digito-
pressione sulle rime di articolazioni “signal” o alla mobilizzazione 
passiva dei distretti in cui non è applicabile una pressione manuale; 
per la quantificazione si utilizza una scala ordinale: 0= non dolente; 
1= dolente; 2= dolente e reattivo alla palpazione; 3= dolente, reattivo 
e ritratto alla palpazione. Il punteggio complessivo (compreso fra 0 e 
78) è ricavato dalla somma dei punteggi relativi (Fig.10). 
 Numero di articolazioni tumefatte (su 44 o su 28 prese in 
considerazione) (Fig.11 e 12). 
 VES alla 1° ora (0-100)  
 Valutazione del paziente riguardo al proprio stato di salute 
complessivo (GH 0-100) (Fig.10): il paziente viene invitato ad 
esprimere un giudizio (punteggio) sul proprio stato di salute 
generale, riferito al momento della valutazione, impiegando una 
scala visuo-analogica simile a quella di Fig.10, dove 100 corrisponde 
al peggior stato di salute. 




La versione originale del DAS è il DAS44 che si basa sul numero di articolazioni 
tumefatte all’esame di 44 articolazioni e sull’indice di Ritchie, ma attualmente si 
preferisce la valutazione del DAS28, in cui la conta delle articolazioni interessate si 
esegue su un set di 28 articolazioni.  
Esistono in aggiunta i cosiddetti criteri di remissione, che definiscono l’assenza di 
attività di malattia, o quanto meno un livello molto basso di attività della stessa. 
Poiché il processo infiammatorio nell’AR, in assenza di trattamento, è fluttuante in 
maniera clinicamente significativa, tali criteri devono esser controllati nel tempo per 
determinare la loro stabilità. I criteri di remissione pubblicati dall’American 
Rheumatism Association (ARA) comprendono sei valutazioni, le quali devono 
rientrare nel range di normalità per più di due mesi: 
1) dolore articolare all’anamnesi; 
2) dolorabilità articolare; 
3) tumefazione articolare o della guaina tendinea; 
4) VES elevata (>30 mm/h); 
5) astenia;  
6) rigidità mattutina (che dovrebbe essere assente o di durata non superiore ai 
15 minuti).  
Questi criteri sono molto rigidi e vengono raramente utilizzati nella pratica clinica, 
in parte anche a causa dell’inserimento dell’astenia. Esaminando la definizione di 
remissione, alcuni ricercatori hanno suggerito che una risposta ACR70 possa esser 
indicativa di remissione, in particolare se questo livello di risposta viene conservato 
nel tempo. Tuttavia in generale, una risposta ACR70% non rappresenta una reale 
remissione. In uno studio prospettico di follow-up, su pazienti con AR ad esordio 
precoce, è stato fatto un confronto tra i criteri di remissione ARA e il DAS: la 
remissione, come definita dai criteri ARA, corrisponde per ciò che riguarda il 
DAS44 ad un punteggio inferiore ad 1,6, e per il DAS28 ad un punteggio inferiore a 
2,6 (88).  





Fig. 10  











































































1.2 - La proteomica salivare 
 
1.2.1 – Definizione  
La proteomica è lo studio e l’analisi di tutte le proteine espresse da un organismo, 
tessuto o fluido biologico in un preciso istante. Il proteoma è un’entità dinamica 
perché non solo le cellule di uno stesso organismo esprimono proteine differenti, 
ma anche lo stesso tipo di cellula, in condizioni diverse (età, malattia, ambiente), è 
caratterizzato da proteine diverse (89). Negli ultimi anni la proteomica è progredita 
molto come strumento moderno per la scoperta di farmaci, per la determinazione di 
processi biochimici implicati nelle malattie, per il monitoraggio di processi 
cellulari, per la caratterizzazione sia dei livelli di espressione che delle modifiche 
post-traduzionali delle proteine, per il confronto tra patterns di proteine espresse in 
fluidi biologici di soggetti sani e in fluidi biologici di soggetti con una data 
patologia, per l’identificazione di markers biologici di malattia. 
Tradizionalmente gli studi di proteomica sono distinti in tre aree:  
- la proteomica funzionale che permette la caratterizzazione 
dell’attività, delle interazioni e della presenza di modificazioni 
post-traduzionali delle proteine, per la descrizione a livello 
molecolare dei meccanismi cellulari;  
- la proteomica d’espressione che fornisce la descrizione dell’intero  
proteoma di una cellula, organismo o tessuto;  
- la proteomica strutturale che ha l’obiettivo di identificare e 
mappare le proteine presenti a livello degli organuli cellulari, 








1.2.2 – Metodi utilizzati negli studi di proteomica 
Due sono le principali tecniche di cui ci si serve nell’ambito della proteomica: da 
una parte si ha la combinazione di una tecnica di separazione delle proteine con la 
spettrometria di massa (MS) per scoprire markers biologici di malattia, dall’altra 
microarrays di proteine grazie ai quali utilizzare tali markers scoperti, per 
conclusioni diagnostiche o terapeutiche.  
Le strategie seguite per scoprire i markers sono state definite top-down e bottom-up 
(91). Nella prima sono utilizzate l’elettroforesi bidimensionale o la cromatografia 
bidimensionale e l’elettroforesi capillare, seguite dall’analisi di peptidi ottenuti con 
digestione con tripsina alla MS. Nella strategia del bottom-up, anche chiamata 
tecnologia multidimensionale di identificazione delle proteine o approccio 
MudPIT/shotgun, le proteine sono prima trasformate in piccoli peptidi mediante 
digestione enzimatica con tripsina, poi i peptidi risultanti sono separati mediante 
cromatografia forte a scambio di ioni accoppiata a cromatografia a fase invertita e 
sono analizzati attraverso la MS. 
La principale tecnologia è dunque la MS associata a metodi differenti di 
separazione delle proteine, tra cui in special modo l’elettroforesi bidimensionale (2-
DE). Quest’ultima si presenta come tecnica analitica con alto potere risolutivo in 
grado di separare le proteine attraverso due step distinti (Fig.13): 
 la prima dimensione è l’Iso-Elettro Focusing (IEF) che suddivide le 
proteine in base al loro punto isoelettrico,  
 la seconda dimensione è l’elettroforesi su gel di poliacrilammide-Sodio 

































Fig.13 – Elettroforesi bidimensionale 
 
La prima dimensione. Per comprendere questa tecnica è importante ricordare che 
ogni proteina possiede un proprio punto isoelettrico, ovvero il livello di pH a cui la 
propria carica netta è nulla. Per livelli di pH minori del loro pI le proteine si 
presentano cariche positivamente e migrano verso il catodo, mentre per pH > pI la 
loro carica netta è negativa (sono infatti molecole anfotere). Attraverso 
l’isoelettrofocalizzazione è possibile stabilire il pI e separare le varie proteine in 
base ad esso: si utilizzano delle strips di tipo IPG (“Imobilized pH gradient” = “a 
gradiente di pH immobilizzato”) disponibili in commercio con gradienti lineari di 
pH diversi (4-7, 4-9, 4-12, 6-10, etc.) e di diversa lunghezza, preparate a partire da 
due soluzioni, una acida ed una basica di monomeri di acrilammide. In questo 
gradiente di pH, sotto l’influenza di un campo elettrico, le proteine si muovono fino 
alla posizione nel gradiente a cui la loro carica netta è nulla. I livelli di voltaggio 
utilizzati sono di solito elevati (oltre i 1000 V) e, dopo che le proteine raggiungono 
la posizione finale, si registra un piccolo movimento ionico che risulta in una 




corrente finale molto bassa (1mA). Tale procedimento è eseguito in condizioni 
denaturanti, in presenza di gruppi tiolici e di urea (92). 
La seconda dimensione. Successivamente si attua la separazione delle proteine sulla 
base del P.M. con elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di sodio 
dodecil decasolfato (SDS). Questo è un detergente anionico che denatura le proteine 
avvolgendone lo scheletro polipeptidico e conferendo loro un’identica carica 
negativa per unità di massa, ovvero dotandole dello stesso rapporto carica/massa 
(Fig.14). In tal modo le particelle anioniche si spostano in gel di poliacrilammide, 
che agisce da setaccio molecolare, separandosi in base al loro peso molecolare 
mentre migrano in direzione dell’anodo.  
 
Fig. 14 – Cosa accade ad una proteina (linea rosa) messa in incubazione con il 
detergente denaturante SDS. 
 
Per la visualizzazione dei risultati possono essere utilizzati molti metodi, tra cui in 
particolare il SILVER STAINING o colorazione argentica, che è un processo multi-
step molto sensibile (basta 1 ng di colorante) o il COOMASSIE STAINING (93). 
Quest’ultimo è circa 50-100 volte meno sensibile della colorazione argentica, ma è 
il solo compatibile con la successiva MS (94). Gli spots sono poi trasferiti su 




membrane di nitrocellulosa o polivinildenfluoruro (PVDF), adatte per analisi 
immunochimiche e/o modificazioni chimico/enzimatiche, ad esempio il Western 
Blotting (o Immunoblotting). Tale tecnica è stata introdotta nel 1979, ma è ancora 
largamente impiegata come metodo rapido e relativamente semplice per identificare 
la presenza di una determinata proteina, in una miscela di proteine separate 
elettroforeticamente, mediante il riconoscimento da parte di anticorpi specifici (95). 
Il termine “blotting” si riferisce proprio al trasferimento dei campioni biologici dal 
gel dell’elettroforesi ad una membrana di supporto ed alla loro rivelazione 
successiva sulla superficie della membrana stessa.  
L'elaborazione quantitativa dei dati derivanti dalle mappe 2D è condotta infine con 
Image Master 2D Platinum, un software per l'analisi multipla di gel bidimensionali 
distribuito dall’Amersham Biosciences. In tal modo si hanno l’identificazione e la 
quantificazione degli spots e si possono confrontare quelli del campione con quelli 
di una mappa di riferimento.  
A questo punto il passo successivo è la caratterizzazione ulteriore degli spots 
proteici di interesse attraverso la spettrometria di massa (MS). È questa una tecnica 
analitica che consente di separare una miscela di ioni in funzione del loro rapporto 
massa/carica, generalmente tramite campi magnetici statici o oscillanti. Pertanto 
può esser utilizzata nell’identificazione delle proteine dopo l’esecuzione della 2DE. 
Per la ionizzazione delle miscele proteiche si utilizzano delle apposite camere di 
ionizzazione, in cui una sorgente ionica genera un fascio di elettroni con cui 
vengono investiti i campioni in esame. Nell’ambito dell’analisi peptidica e proteica 
le sorgenti di ionizzazione più utilizzate sono la sorgente MALDI (matrix-assisted 
laser desorption ionization), SELDI (surface-enhanced laser desorption ionization) 
e ESI (elettrospray ionization). Esistono quattro tipi base di analizzatori di massa 
attualmente utilizzati nella ricerca proteomica (96): l’analizzatore magnetico, 
l’analizzatore a quadrupolo, l’analizzatore a trappola ionica e l’analizzatore TOF 
(time of flight). La tecnica che utilizza le sorgenti MALDI o SELDI solitamente vi 
associa analizzatori TOF, che misurano la massa di peptidi integri, mentre la ESI 
per lo più è accoppiata ad analizzatori a trappola ionica e/o a quadrupolo. 




La tecnica MALDI TOF fornisce accurate informazioni sulla struttura e sul peso 
molecolare di peptidi e proteine e consente, mediante la tecnica del PMF (Peptide 
Mass Fingerprinting), una rapida identificazione delle proteine separate mediante 
elettroforesi bidimensionale. Il campione proveniente dalla digestione in situ con 
tripsina della proteina, miscelato con la matrice (acido organico non volatile) in un 
rapporto matrice/campione di 10.000:1, viene depositato sopra un target di acciaio e 
lasciato cristallizzare. Il campione è bombardato da fotoni ad alta energia derivanti 
da un raggio laser pulsante che deposita quindi energia sul campione e lo trasferisce 
in fase gassosa, ionizzandolo (97) (Fig.15).  
Dopo tale “ionizzazione soft” le proteine vengono inserite nel tubo del TOF, 
all’interno del quale è stato fatto il vuoto per evitare collisioni degli ioni con altre 
molecole gassose e sono accelerate da un campo elettrico ad alto voltaggio.  
In tal modo gli ioni acquisiscono una velocità costante che è dipendente dalla 
massa, per cui quelli più leggeri migreranno più rapidamente al rivelatore. È dunque 
in base al tempo di migrazione che si possono separare ioni di massa differente. Il 
diagramma che riporta l'abbondanza di ogni ione in funzione del rapporto 
massa/carica è il cosiddetto spettro di massa, tipico di ogni composto in quanto 
direttamente correlato alla sua struttura chimica ed alle condizioni di ionizzazione 
cui è stato sottoposto. 
  







Fig. 15 - Schema del funzionamento della MALDI-TOF MS 
 
La tecnica SELDI si può considerare un perfezionamento della tecnica MALDI. 
Essa si serve di microarrays di proteine accoppiati alla MS, in cui i campioni sono 
applicati su superfici con chip in alluminio di 10 x 80 mm. Tali superfici catturano, 
per le loro caratteristiche chimiche, specifici target proteici e la specificità per una 
data proteina è ottenuta in particolare attraverso lavaggi con appropriati solventi che 
bloccano il bersaglio di interesse. Una volta catturate sui chip, le proteine sono 
rilevate attraverso lo spettrografo di massa, che costituisce così una mappa in cui le 
singole proteine sono separate sulla base del loro rapporto massa/carica (98). La 
ragione per cui si esegue il frazionamento prima dell’analisi, è che da una parte si 
rende più semplice l’analisi, dall’altra si evita che la ionizzazione di alcune proteine 
sia ostacolata, poiché per esempio proteine presenti in alte concentrazioni nei 
campioni potrebbero inibire la ionizzazione di quelle meno concentrate. 
Il potere della spettrometria di massa è stato incrementato notevolmente 
dall’aggiunta di strumenti che operano in tandem e accoppiando spettrometri di 
massa in tandem alla cromatografia liquida (LC), per eseguire una separazione 
iniziale dei peptidi triptici. Utilizzando tale tecnica (LC-MS/MS), specifiche 




proteine contenute in una miscela possono esser identificate senza bisogno di un 
pre-frazionamento (99).  
Due sono dunque gli approcci che si usano per identificare una proteina attraverso 
la MALDI TOF/MS con digestione enzimatica con tripsina: il primo si serve della 
tecnica del peptide-fingerprinting e consiste nell’analisi della massa dei digeriti 
proteolitici con tripsina, che rompe i legami peptidici in cui sono presenti residui di 
Lisina ed Arginina. La miscela di frammenti che si ottiene è poi sottoposta alla MS. 
Il secondo metodo è quello del sequenziamento dei peptidi attraverso spettrometri 
di massa in serie: dopo la ionizzazione, la miscela dei peptidi carichi viene inserita 
nel primo spettrografo, che esegue una separazione sulla base del rapporto 
massa/carica e crea una lista dei picchi più rappresentativi. Solo i peptidi con un 
determinato rapporto massa/carica, selezionati dallo strumento, vengono poi inviati 
ad una cella in cui entrano in collisione con molecole di gas inerte. Tale collisione 
determina la formazione di frammenti che vengono alla fine fatti passare nel 
secondo spettrografo di massa che li separa: le differenze nel Peso Molecolare che 
esistono tra i diversi frammenti identificano la sequenza del peptide (100). 
Se la proteina identificata non risulta inserita nei database, è possibile ottenere 
informazioni sulla sequenza dal MALDI con un protocollo di degradazione di 
Edman modificato che prevede:  
• utilizzo di ripetuti cicli di rottura dei singoli amminoacidi dal terminale 
amminico tramite peptidasi; 
• identificazione degli amminoacidi staccati con LC ad alta pressione 
(HPLC). 
La miscela di peptidi è così analizzata e la sequenza è codificata tramite differenze 
di massa (peptide ladder sequencing). 
 








1.2.3 – Il normale proteoma salivare e l’analisi proteomica della saliva. 
La saliva è un liquido iposmotico secreto dalle ghiandole salivari situate nella cavità 
orale; in particolare per il 90% è costituita dai fluidi secreti dalle ghiandole salivari 
maggiori (parotidi, sottomandibolari, sottolinguali) e minori (nel labbro inferiore, 
lingua, palato, guance e faringe) e per un 10% è rappresentata dal fluido gengivale 
crevicolare.  
La sua composizione è caratterizzata per circa il 99% da acqua e per il restante 1% 
da un’ampia varietà di elettroliti (sodio, potassio, calcio, cloruro, magnesio, 
bicarbonato, fosfato) e proteine, rappresentate da enzimi, immunoglobuline ed altri 
fattori antimicrobici, glicoproteine della mucosa, tracce di albumina ed alcuni 
polipeptidi ed oligopeptidi essenziali per la salute del cavo orale. Vi sono infine 
glucosio e prodotti azotati, quali urea ed ammonio (101, 102).  
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In condizioni fisiologiche la saliva svolge alcune funzioni fondamentali come:  
- lubrificazione e pulizia dei tessuti orali, con facilitazione del 
linguaggio, della deglutizione e dell’ingestione di cibi;  
- mantenimento dell’omeostasi nella cavità orale attraverso i 
tamponi carbonato e fosfato;  
- rimineralizzazione dei denti con calcio e fosfato;  
- protezione della superficie dei denti e delle mucose attraverso 
un’importante azione antimicrobica (lisozima, cistatine, 
immunoglobuline, lactoferrina, istatine);  
- avvio della digestione degli amidi grazie all’amilasi salivare. 
L’analisi della saliva, rispetto a quella di altri fluidi biologici, offre alcuni vantaggi:  
 si ottiene in maniera semplice; 
 il prelievo non necessita di metodiche invasive;  
 per ottenere il campione non servono particolari attrezzature; 
 un campione è ottenibile facilmente anche da pazienti meno collaboranti 
(bambini, anziani, insufficienti mentali);  
 può fornire un approccio poco costoso per lo screening di grandi 
popolazioni.  
 
I limiti dell’analisi salivare sono, viceversa, rappresentati dall’alta concentrazione di 
mucine, di residui e di batteri, nonché dalla sua alta attività proteolitica (103). 
Occorre inoltre sempre tenere presente che numerosi sono i fattori che possono 
influenzare la secrezione e la composizione salivare, per cui il prelievo dei 
campioni deve essere eseguito attenendosi strettamente a protocolli standard.  
 
La raccolta di saliva può essere eseguita direttamente dalle ghiandole che la 
producono, ma tale metodica sembra più utile per individuare le patologie 
specifiche delle ghiandole salivari stesse; nella diagnostica delle malattie sistemiche 
è invece maggiormente utilizzata la raccolta dell’intera saliva (WS, whole saliva) 
presente nel cavo orale. Tale scelta deriva dal fatto che la saliva del cavo orale 
contiene alcuni costituenti del siero che raggiungono le ghiandole salivari attraverso 
una diffusione passiva, un’ultrafiltrazione attraverso le giunzioni intracellulari o 
attraverso il flusso del fluido gengivale (104). Non sempre ovviamente i livelli dei 
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diversi markers nella saliva sono in correlazione stretta con quelli degli stessi 
markers nel siero, ma c’è un crescente interesse nell’utilizzo della saliva, e 
soprattutto nello studio delle proteine salivari, a scopo diagnostico, specie nel caso 
di malattie sistemiche ereditarie, autoimmuni, infettive, nelle neoplasie del cavo 
orale e per le malattie virali, nonché per il monitoraggio dei livelli di farmaci, 
sostanze d’abuso ed ormoni (104, 105). Un esempio: nella fibrosi cistica è stato 
ipotizzato che l’antigene carcinoembrionario o la glicosilazione di alcune mucine 
salivari possano fungere da biomarkers di malattia; analogamente nel diabete 
sembra che la concentrazione di amilasi e IgA salivari risultino aumentate, come 
dimostrato in uno studio su 28 pazienti diabetici (106).  
 
La tecnologia proteomica ha potenziato negli ultimi anni la ricerca dei potenziali 
biomarkers salivari di malattia, consentendo il mappaggio delle proteine presenti 
nella saliva dei soggetti sani, sia analizzando fluido salivare in toto (103, 106-108) 
che la pellicola salivare adesa ai denti (109), il fluido crevicolare (110) e, infine, 
anche i secreti ghiandolari selettivamente prelevati dalle parotidi, dalle 
sottomandibolari e dalle sottolinguali (111, 112). Utilizzando tale pattern proteico 
salivare dei soggetti sani e confrontandolo con quello dei malati, si sono individuate 
possibili proteine specifiche nella saliva che potrebbero essere usate come 
biomarkers di malattia; inoltre tale approccio sembra poter fornire informazioni 
riguardo variazioni semiquantitative dei livelli specifici di ciascuna proteina e 
rilevare la presenza di isoforme dovute a modificazioni post-traduzionali come 
fosforilazioni e glicosilazioni.  
Analisi in questo senso sono già state effettuate per numerose patologie, soprattutto 
neoplastiche, del cavo orale e della testa, e sono in corso per diverse malattie 
sistemiche, reumatiche e non. Nell’ambito dell’AR la ricerca di markers precoci di 
malattia appare come uno degli obiettivi più importanti, poiché l’attivazione 
sinoviale viene avviata prima della comparsa dei sintomi e a volte persiste malgrado 
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Alla luce dei risultati incoraggianti finora ottenuti, lo studio delle proteine salivari 
sembra poter aprire nuovi sbocchi e nuove potenzialità per la ricerca sulle malattie 
reumatiche, non soltanto nel caso di malattie come la SjS che colpiscono 
































CAPITOLO 2 – LO SCOPO DEL LAVORO 
 
 
Negli ultimi anni, nel mondo reumatologico è sorto un interesse crescente per le 
tecniche di analisi proteomica come strumento in grado di identificare nuovi 
potenziali biomarkers specifici per le diverse malattie autoimmuni e per l’AR in 
particolare. Diverse tecniche di spettrometria di massa come la matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF MS) e la surfaced-enhanced 
laser desorption/ionization time-of-flight (SELDI-TOF MS), sono state pertanto 
utilizzate al fine di caratterizzare il profilo proteico dei sinoviociti (114), delle 
proteine sieriche e delle proteine del fluido sinoviale di pazienti affetti da AR (115- 
120), ma anche di altre malattie articolari come l’artrite giovanile idiopatica (121, 
122), l’artrosi (123, 124) e le spondiloartriti sieronegative (125, 126). Tutti questi 
studi hanno permesso di focalizzare l’attenzione su un ampio numero di proteine 
che sono state analizzate come potenziali biomarkers di malattia. Tali proteine 
comprendono proteine coinvolte nelle fisiologiche funzioni dei fibroblasti, proteine 
metaboliche, proteine correlate allo stress ossidativo e proteine legate alla risposta 
immune (114, 120).  Tra i fluidi biologici esaminati alla ricerca di biomarkers di 
malattia nell’arco degli ultimi tre anni, inoltre, è stata analizzata anche la saliva, che 
ha il vantaggio di poter essere raccolta in maniera non invasiva e ripetutamente nel 
tempo.  Ad oggi l’analisi proteomica della saliva è stata condotta nella Sindrome di 
Sjogren (pSS) (127-129) e nella Sclerodermia (130) con risultati incoraggianti. 
Nessuna analisi di spettrometria di massa, invece, finora, è stata condotta sulla 
saliva di pazienti affetti da AR. Poiché l’AR condivide molte caratteristiche con le 
malattie suddette, nello studio attuale è stata arruolata una coorte di pazienti affetti 
da AR al fine di esplorarne il pattern proteico salivare e di verificare se la saliva 
possa rappresentare una valida sorgente per l’identificazione di nuovi biomarkers 








CAPITOLO 3 – MATERIALI E METODI 
 
3.1 - Selezione dei pazienti 
Lo studio è stato condotto su 20 pazienti (15 di sesso femminile e 5 di sesso 
maschile), affetti da Artrite Reumatoide (AR) e di età media pari a 57.62 ± 11.09 
anni, seguiti presso l’U.O. di Reumatologia dell’ Università di Pisa durante il 2007. 
In tutti i casi la diagnosi di AR è stata formulata in accordo con i criteri 
dell’American College of Rheumatology (ACR) per l’AR (82) e la durata media di 
malattia era di 9.50 ± 6.15 anni. Nella casistica in esame sono stati esclusi dallo 
studio i pazienti con diagnosi di AR e sindrome di Sjögren secondaria. Il Fattore 
Reumatoide è risultato positivo in 16 (78%) dei 20 casi, mentri gli anticorpi anti-
CCP sono stati riscontrati positivi in 14 di essi (70%). La Proteina C-Reattiva 
(PCR) sierica in media si aggirava attorno ai valori di 0.65 ± 0.87 mg/dl, mentre la 
Velocità di EritroSedimentazione alla prima ora (VES) era intorno ai 25.17 ± 17.82 
mm/h. In tutti i casi, il grado di attività della malattia è stato stabilito attraverso 
l’utilizzo del Disease activity score 44 (DAS 44) (131) e i pazienti sono stati 
suddivisi in tre diversi gruppi (basso, moderato ed alto grado di attività). Al 
momento della raccolta dei campioni salivari i pazienti erano sottoposti a diverse 
terapie concomitanti: metotrexate, leflunomide, idrossiclorochina, farmaci biologici 
e 6-metilprednisolone al dosaggio medio di 6 mg/die. Le immagini radiografiche 
della maggior parte dei pazienti (17 su 20) mostravano multiple erosioni. 
Venti soggetti volontari, selezionati per sesso ed età, sono stati inclusi nello studio 
come gruppo di controllo sano, mentre il gruppo di controllo patologico è risultato 
costituito da dieci pazienti con artrite psoriasica (APs) (4 maschi/ 6 femmmine di 
età media pari a 52.16 ± 10.38 anni e durata media di malattia di 10.50 ± 6.56 anni). 









3.2 - Materiali e Strumentazione 
L’acqua, di grado analitico, è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ (PS 
Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, England). Tutti i reagenti e i 
solventi sono stati acquistati dalle più comuni fonti commerciali; in particolare: 
Iodoacetamide (IAA), ditiotreitolo (DTT), CHAPS, urea, tiourea, glicerolo, SDS, 
TEMED, persolfato di ammonio, glicina e 30% di acrilamide-N, N-bisacrilamide 
sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO); le strisce IPG di pH 
3-10L, il Pharmalyte 3-10, l’IPG Cover Fluid ed il sistema di detezione ECL sono 
stati ottenuti dalla GE Health Care Europe (Uppsala, Sweden); il colorante 
Coomassie Brilliant Blue G 250 è stato acquistato presso la Merck (Darmstadt, 
Germany); i precursori dell’Alfa-amilasi, il precursore della proteina glucosio 
regolata di 78 kDa (GRP78 BiP) e gli anticorpi specifici primari e secondari diretti 
verso di esso (horseradish peroxidase (HRP)-conjugated) sono stati acquistati 
presso la Santa Cruz Biotecnology (CA, USA). Tutti gli anticorpi primari delle 
proteine 14-3-3 provengono dalla Abcam plc (Cambridge, UK).   
Sono state utilizzate strip ImmobilineTM DryStrip pH 3-10 L, di 18 cm, e il 
Manifold, in ceramica, dell’Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). 
L’apparecchio impiegato per l’isoelettrofocalizzazione è stato l’EttanTM IPGphorTM 
Isoelectric Focusing System (Amersham Bioscience). Per fare i gel è stato utilizzato 
il Protean Plus Multicasting Chamber (Biorad). L’apparecchio per l’elettroforesi 
usato è il Protean II XL Ready Gel (Biorad) con alimentatore EPS 601 Power Sully 














3.3 – Preparazione dei campioni 
 
3.3.1 – Raccolta e preparazione dei campioni 
I campioni di saliva dei soggetti sono raccolti tramite sputo, senza stimolazione 
chimica, al mattino a digiuno: a tutti i pazienti è stato chiesto di non assumere 
nessun tipo di bevanda o alimento (incluse gomme da masticare o caramelle) a 
partire dalla notte precedente. Da ogni soggetto sono stati ottenuti 1-2,5 ml di saliva 
che sono stati centrifugati a 14000g per 30 minuti a 4°C per rimuovere materiale 
insolubile e cellule. 
Nella preparazione, al campione di saliva (precedentemente centrifugato per 
rimuovere il materiale insolubile) vengono addizionati acido tricloroacetico (TCA) 
al 20% e ditiotreitolo (DTT) allo 0,1% (1 ml di TCA per 1 ml di saliva: 
concentrazioni finali TCA 10% e DTT 0,05%); successivamente si lasciano 
precipitare le proteine in ghiaccio per 30 minuti. Al termine del periodo di 
incubazione, la sospensione è centrifugata a 14000 g per 10 minuti a 4°C. Si 
elimina il sovranatante, mentre il pellet ottenuto è risospeso con ultraturrax in 2 ml 
di acetone a 4°C, quindi centrifugato a 14000 g per 15 minuti. Questa operazione di 
lavaggio con acetone freddo viene ripetuta altre due volte, al fine di eliminare il 
TCA. Gli eventuali residui di acetone sono eliminati tramite evaporazione ed il 
pellet finale, che contiene le proteine presenti nella saliva, viene processato per 
effettuare la prima dimensione. 
Il pellet proteico è risospeso nella soluzione di reidratazione (il volume di soluzione 
aggiunto si valuta in base all’entità del pellet ottenuto) che contiene: 
 Urea 7M – Tiourea 2M: servono per solubilizzare e denaturare le proteine 
così che siano presenti in una sola configurazione; 
 Chaps 4%: è un detergente non ionico che permette di solubilizzare le 
proteine idrofobiche e minimizzare l’aggregazione proteica; 
 Ditiotreitolo (DTT) 60mM: agente riducente, che rompe ogni ponte 
disolfuro e permette alle proteine di distendersi completamente; 




 Blu di Bromofenolo 0,002%: per seguire la corsa, se il tracciante non migra 
all’anodo non c’è flusso di corrente; 
 Anfoliti (3-10) 0,5%: aumentano la solubilità delle proteine minimizzando 
la loro aggregazione dovuta ad interazioni carica-carica. 
I campioni devono permanere in tale soluzione per 30 minuti, a temperatura 
ambiente, per una completa denaturazione e solubilizzazione. Una piccola aliquota 
del campione viene utilizzata per la determinazione della concentrazione proteica, 
tramite il metodo RC/DC della Bio-rad; il volume restante verrà processato per la 
prima dimensione. Per i gel analitici le aliquote contengono 150 µg di proteine e 
vengono portate sino ad un volume totale di 350 µg con la soluzione di 
reidratazione. A questo punto i campioni possono essere utilizzati per la prima 
dimensione o congelati a -80°C, ma in tal caso gli anfoliti sono omessi e si 
addizioneranno al momento della prima dimensione. 
 
3.3.2 – Dosaggio proteico RC/DC/BIORAD 
Il dosaggio proteico RC/DC è un saggio colorimetrico per la quantificazione delle 
proteine basato come principio sul saggio del Lowry, ma modificato a diventare 
compatibile ad alte concentrazioni di agenti riducenti (RC) e detergenti (DC). La 
presenza di una o più di queste sostanze può cambiare la risposta della proteina ai 
reagenti del saggio. Perciò la proteina standard con la quale costruiamo la nostra 
curva di riferimento dovrà essere preparata nello stesso tampone del campione 
proteico di interesse. Nel nostro caso la proteina standard albumina bovina, è 
risospesa nella soluzione di reidratazione. Vengono preparate quattro 
concentrazioni (con un volume di 25 µl) di proteina standard (0.2-0.4-0.8-1.5 











 Reidratazione BSA Concentrazione µg BSA 
Bianco 25µl - 0µg/µl 0 µg 
1 21,7µl 3,3µl 0,2µg/µl 4 µg 
2 18,3µl 6,7µl 0,4µg/µl 8 µg 
3 11,7µl 13,3µl 0,8µg/µl 16 µg 
4 - 25µl 1,5µg/µl 30 µg 
Tab. 6 - Diluizioni della BSA per la retta di taratura. 
 
Per il dosaggio proteico del campione incognito si procede con una diluizione 1:10 
o 1:5 dello stesso (si valuta sulla base del volume di soluzione scelto per la 
risospensione del campione) con la soluzione di reidratazione per avere un volume 
finale di 25 µl. Il dosaggio viene effettuato in eppendorfs, in doppio; come bianco 
viene dosata la soluzione di reidratazione, a temperatura ambiente. 
Agli standars ed ai campioni così preparati, sono aggiunti 125 µl di reagente I, 
agitati su vortex, e incubati 1 minuto. Quindi vengono addizionati 125 µl di 
reagente II, agitati su vortex e centrifugati a 12000 g per 5 minuti. I sovranatanti 
sono scartati, e questo primo step è ripetuto variando i volumi di reagente I (125 µl) 
e II (40 µl). Sono quindi addizionati 127 µl di reagente A per ciascuna eppendorf, 
agitato e incubato per 5 min o finché il precipitato non è completamente disciolto. 
Si addiziona infine 1 ml di reagente B in ciascuna eppendorf agitando 
immediatamente e si lascia in incubazione per 15 minuti. Al termine del periodo di 
incubazione si procede alla lettura dei campioni alla lunghezza d’onda di 750 nm. 
Si costruisce una retta di taratura nell’intervallo di sensibilità da 5 µg a 37.5 µg: 
y=Ax, e dall’equazione della retta si procede al calcolo della concentrazione 
proteica per il campione incognito. 
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3.4 – Elettroforesi bidimensionale 
 
3.4.1 – Isoelettrofocalizzazione  
La prima dimensione è effettuata su strip di 18 cm in cui è presente un gradiente 
lineare di pH 3-10 (Amersham Biosciences) e in cui si può caricare un volume di 
350 µl. Il volume del campione deve essere < del 25% del volume totale. Al 
momento poi è aggiunto uno 0,5% di anfoliti.  
I 350 µl di campione, corrispondenti a 150 µg di proteine, vengono caricati su strip 
holder e si copre con l’IPG Cover Fluid (Amersham Biosciences), un olio minerale 
che minimizza l’evaporazione e la cristallizzazione dell’urea, prima di chiudere con 
un coperchio apposito. 
Come supporto per la prima dimensione è utilizzato il manifold, in materiale di 
ceramica d’ossido di alluminio che permette di sottoporre alla corsa fino a 12 strip 
contemporaneamente. 
Per la prima dimensione si usa l’Apparecchio IPGphor (Amersham Biosciences), 










         Tab. 7 - Ettan IPGphor Isoelectric Focusing  System 
 
 
Reidratazione          1:00 h                      V=0 16°C 
I Step               10 :00 h                      V=30 16°C 
II Step              1:00 h                     V=200 16°C 
III Step             0:30 h                       V=300 16°C 
IV Step              3:00 h                       V=3500 16°C 
V Step 0:10 h                       V=5000 16°C 
VI Step 12:00 h                       V=8000 16°C 
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Gli alti voltaggi raggiunti richiedono uno stretto controllo della temperatura che 
viene pertanto mantenuta a 16°C per tutta la corsa. Inoltre, dopo la reidratazione 
delle strip, su entrambi i poli, anodo e catodo, si inseriscono dei pezzetti rettangolari 
di un’apposita carta per IEF (electrode pads), previamente bagnati ognuno con un 
volume di 150 µl di H2O MilliQ. I pads assorbono l’eccesso di acqua e Sali, 
preservando gli elettrodi dalla precipitazione degli ioni. Si fissano gli elettrodi sopra 
i pads assicurandosi che aderiscano anche alle strip sottostanti e si avvia il 
programma per l’IEF del campione. 
Al termine dell’IEF la strip viene ripulita dall’eccesso di olio minerale ed utilizzata 
subito per la seconda dimensione o conservata a –20°C. 
 
3.4.2 – Equilibratura STRIP 
Prima di effettuare la seconda dimensione la strip viene equilibrata incubandola, in 
successione, con: 
- 10 ml di SDS Equilibration Buffer + DTT 1% per 15 minuti in 
agitazione a temperatura ambiente; 
- 10 ml di SDS Equilibration Buffer + IAA 2,5% per 15 minuti in 
agitazione a temperatura ambiente; 
L’SDS equilibration buffer contiene: 
 Tampone equilibrante (Tris-HCl 50 mM pH 8,8): per mantenere le 
strip in un range di pH appropriato per l’elettroforesi; 
 Urea (6M) e Glicerolo (30%): per ridurre l’elettroendoosmosi e 
migliorare il trasferimento delle proteine alla seconda dimensione. 
L’elettroendoosmosi è dovuta alla presenza di cariche fisse sulla 
strip all’interno di un campo elettrico e può interferire con il 
trasferimento delle proteine dalla strip al gel della seconda 
dimensione; 
 Sodio dodecil solfato (2%): denatura le proteine e forma complessi 
proteine-SDS carichi negativamente. La quantità di SDS legato ad 
una proteina, e quindi la carica negativa, è direttamente 
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 proporzionale alla massa della proteina, in questo modo 
l’elettroforesi separerà le proteine in base al loro peso molecolare;  
 Blu di Bromofenolo (0,002%): usato come agente tracciante per 
seguire la corsa elettroforetica; 
 Ditiotreitolo (1%): agente riducente per preservare lo stato ridotto 
delle proteine; 
 Iodoacetammide (2,5%; al 2° lavaggio): per alchilare i gruppi tiolici 
delle proteine e prevenirne la riossidazione durante l’elettroforesi. 
 
3.4.3 – Seconda dimensione 
La strip viene posta sopra un gel di poliacrilammide in gradiente 12% 
(20cm×20cm×1,5mm),  facendo bene attenzione che aderisca in tutta la sua 
lunghezza al gel, e bloccata con una soluzione di agarosio 0.1% in Running Buffer.  
L’elettroforesi è effettuata in due step: per i primi 15 minuti si impostano 15 mA 
per gel, aumentando poi la corrente a 40 mA per gel finchè il fronte del campione, 
visualizzato tramite il Blu di Bromofenolo, esce dal fondo di corsa (circa 5:30 ore).  
Per la corsa elettroforetica si utilizza il RUNNING BUFFER 10X (Tris-base 
25mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1%) diluito 1:10; la diluizione viene fatta il giorno 
precedente per mantenere il tampone a 4°C e poterlo utilizzare freddo. 
 
3.4.4 – Preparazione dei gel in gradiente (12%) nel MULTICASTING  
Al fine di minimizzare la variabilità sperimentale e quindi aumentare la 
riproducibilità, i gels di acrilammide in gradiente (12%) vengono preparati 
contemporaneamente (fino a 8 gel, Tab.8), utilizzando l’apparecchio Multicasting 
della Biorad e la corsa è condotta su di un apparecchio Protean II XI Multi-cell 2D 
in grado di ospitare e far correre contemporaneamente fino a 6 gels in condizioni 
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 6 gel al 12% 8 gel al 12% 
H2O milliQ 142,8 ml 190,4 ml 
Tampone Tris 1.5M pH8.8 105 ml 140 ml 
Acrilammide/bis-acrilammide 30% 168 ml 224 ml 
Ammonio persolfato 10% 2,1 ml 2,8 ml 
Temed 105 µl 140 µl 
Tab. 8 - Volumi per 6 e 8 gels di acrilammide al 12%. 
 
3.4.5 – Colorazione dei gel 
I gel bidimensionali così ottenuti sono stati colorati utilizzando una colorazione 
all’argento/ammoniaca. 
Alla fine della seconda dimensione, il gel viene rimosso dai vetri ed è lavato con 
acqua deionizzata per 5 min, quindi lasciato in etanolo:acido acetico:acqua 
(40:10:50) per un’ora, e successivamente in etanolo:acido acetico:acqua (5:5:90) 
per tutta la notte. All’indomani il gel viene sottoposto ad un processo multi-step: 
• viene lavato per 5 min con acqua deionizzata; 
•  si lascia per 30 min in una soluzione di 1% glutaraldeide e 0,5M sodio 
acetato;  
• si lava 3x10 min con acqua deionizzata; 
• viene incubato 2x30 min con una soluzione di  acido 2,7-naftalene 
disulfonico 0,05%. 
• Al termine di questo periodo di incubazione il gel è nuovamente lavato 
4x15 min con acqua deionizzata; 
• viene quindi colorato in una soluzione fresca di nitrato di argento 2,5% e 
ammoniaca 30%  per 30 min; 
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• dopo la colorazione, il gel è lavato con acqua deionizzata 4x4 min e 
sviluppato in soluzione di acido citrico 0,01% e formaldeide 0,1% per 
3x40 min. 
• La reazione è stoppata con una soluzione di Tris 5% e acido acetico al 2%. 
Tutti gli steps della colorazione sono condotti a temperatura ambiente e sotto 
agitazione, inoltre i tempi di sviluppo sono mantenuti costanti per tutti i gel per 
poter fare confronti quantitativi oltre che qualitativi tra gel differenti. 
 
3.4.6 – Gel Preparativi 
Per l’identificazione delle proteine d’interesse occorre estrarre queste ultime dal gel 
perché possano poi essere sequenziate tramite spettrometria di massa MALDI-TOF; 
la colorazione all’argento utilizzata non risulta però compatibile con la 
spettrometria di massa, pertanto occorre realizzare gel preparativi che saranno 
colorati con il Coomassie Colloidale, una colorazione meno sensibile di quella 
all’argento. Questa procedura richiede quindi di caricare un quantitativo maggiore 
di proteine, nel nostro caso abbiamo caricato 1500 µg.  
Prima dimensione 
Per i gel preparativi si carica un volume di campione pari a 1500 µg e si arriva ad 
un volume finale di 400 µl con la soluzione di reidratazione. Si utilizzano sempre 
strip da 18 cm con un gradiente lineare di pH 3-10 e si addizionano al momento 
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Cambia il programma utilizzato (Tab. 9): 
reidratazione  1h  0V  16°C 
I step  12 h  30V  16°C 
II step  11h  200V  16°C 
III step  2 h  300V  16°C 
IV step  3h  3500V  16°C 
V step  3h  3500V  16°C 
VI step  15 h  5000V  16°C 
 
Tab. 9 - Isoelettrofocusing per gel preparativi 
 
Seconda dimensione e colorazione 
La procedura della seconda dimensione è analoga a quella utilizzata per i gel 
analitici, ma per la colorazione si utilizza il Coomassie Brilliant Blue G-Colloidal 
che, a differenza della colorazione all’argento, è compatibile con la spettrometria di 
massa. Il Coomassie Colloidale contiene: 
0,12% Coomassie Brilliant Blue G-250 
10% Ammonio solfato 
2% Acido fosforico. 
Il colorante così preparato deve essere diluito al momento dell’utilizzo con il 
metanolo (4 parti di colorante per 1 di metanolo) agitando per 30 secondi. La 
colorazione prevede pochi passaggi: 
a) Terminata la corsa, il gel viene lasciato per un’ora, in agitazione, nella 
soluzione di fissaggio contenente il 7% di acido acetico ed il 40% di 
metanolo;  
b) il gel è messo in incubazione nel colorante dalle 2 alle 12 ore;  
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c) si sostituisce il colorante con una soluzione di acido acetico (10%) e 
metanolo (25%) mantenendo il gel in agitazione, a temperatura 
ambiente, per 60 secondi;  
d) si cambia la soluzione con un’altra di metanolo (25%), sempre agitando 
il gel, sostituendola dopo pochi secondi con una nuova di metanolo 
(25%) che può essere lasciata fino a 24 ore.  
 
3.4.7 – Analisi dei Gel Tramite Image Master 2D Platinum 
Le immagini dei gel sono state acquisite tramite uno scanner (Epson Expression 
1680) e analizzate con il programma Image Master 2D Platinum 5.0 dell’Amersham 
Bioscience. Tramite software si possono mettere a confronto i gel ottenuti 
dall’elettroforesi bidimensionale della saliva. Gli spots proteici di ciascun gel sono 
selezionati, numerati e confrontati (sovrapposti). I gel sono divisi nelle diverse 
classi in modo che il programma sia poi in grado di effettuare un confronto tra i gel 
all’interno della stessa classe e tra classi diverse. Il programma permette, infatti, di 
evidenziare eventuali variazioni nell’entità e/o nella presenza o assenza di 
determinate proteine. Dopo la messa in evidenza degli spot nei gel, sempre 
mediante software, vengono generati dei gel sintetici, uno per ciascuno dei gruppi 
di soggetti di volta in volta esaminati. Ciascuno dei gel sintetici contiene 
esclusivamente gli spot comuni a tutti i singoli gel del gruppo in esame, ovvero solo 
gli spot espressi nella totalità dei gel del gruppo di soggetti in esame può entrare a 
far parte del gel sintetico. La finalità dei gel sintetici è stata quella di isolare un 
numero definito di proteine di interesse, che sono state poi caratterizzate mediante 
spettrometria di massa. La valutazione quantitativa della densità ottica delle 
proteine nei diversi gruppi di soggetti in studio è, invece, stata valutata mediante il 
confronto delle medie dei singoli valori, ottenute considerando gli spot proteici dei 









3.5 – MALDI-TOF 
 
3.5.1 – Preparazione dei campioni per MALDI-TOF 
Gli spots proteici di interesse sono tagliati dal gel utilizzando per la digestione la 
tripsina seguendo la seguente procedura:  
 i gel ottenuti mediante 2-DE vengono trattati con bicarbonato di 
ammonio 50mM e Acetonile (ACN) 50% per 30’ a temperatura 
ambiente;  
 i gel vengono disidratati per 30’ in una centrifuga Hetovac (HETO, 
Allerod, Denmark) e quindi reidratati per 45’ a 4°C in 5-20 µl di una 
soluzione 50 mM di bicarbonato di ammonio contenente tripsina a 6.25 
ng/ µl;  
 dopo il periodo di incubazione di una notte, i gel vengono disidratati in 
centrifuga, reidratati con 20 µl di H20 e alla fine disidratati di nuovo.  
 L’eluizione dei peptidi viene effettuata con 20 µl di acido 
trifluoroacetico (TFA) all’0.1% per 20’ a temperatura ambiente.  
 La soluzione di TFA contenente le proteine è trasferita in un tubo di 
propilene.  
 Una seconda eluizione dei peptidi viene effettuata con 20 µl di TFA allo 
0’1% in 50% ACN per 20’ a temperatura ambiente.  
 Le due eluizioni vengono poste insieme e il volume complessivo viene 
ridotto di 1-2 µl per evaporazione. 
 Estrazioni di controllo vengono effettuate utilizzando parti dei gel privi 
di proteine.  
 Gli spots sono così inviati al Core Facility Proteomic (Università di 
Ginevra) per l’analisi spettrometrica che consente di identificare le 
proteine.  
 




3.5.2 – Identificazione proteica mediante finger printing 
Prima del finger printing, le soluzioni contenenti i peptidi vengono addizionate con 
TFA allo 0.1% in 50% ACN e portate ad un volume di 5 µl. Un microlitro di 
ciascun campione viene depositato su una piastra 2 x 96 della MALDI e portato a 
secco sottovuoto. Viene aggiunto un ugual volume di matrice (10 mg/ml di acido α-
ciano4idrossicinnamico in una soluzione di ACN al 50% e TFA allo 0,1%). I 
campioni vengono portati a secco sottovuoto nuovamente. La MS è stata condotta 
mediante lo spettrometro Voyager superSTR (Applied Biosystems, Foster City, 
CA) corredato di un laser nitrogeno di 337 nm. L’analisi è stata eseguita in 
reflectrone con un acceleratore di voltaggio di 20 kV, un parametro di ritardo di 
estrazione di 350 ns, e un limite basso di massa di 850 Da. Gli spettri sono stati 
ottenuti dalla somma di 150-300 spari laser consecutivi. I picchi di massa sono stati 
estratti dagli spettri e l’identificazione proteica è stata effettuata utilizzando il picco 
di Launch alla strumentazione MASCOT.  
Tali dati acquisiti sono stati confrontati con il database utilizzando il motore di 
ricerca MASCOT (http://www.matrixscience). Nel MASCOT vengono utilizzati 
come limiti per la ricerca i seguenti: specie umana, tolleranza della massa ± 50 
ppm, clivaggio perso con la tripsina fino a 1, una modificazione fissa 
(carbamidometilazione della cisteina) ed una variabile (ossidazione della 
metionina). 
 
3.5.3 – Immunoblotting 
I campioni di saliva sono stati miscelati con l’SDS sample buffer (Laemmli 
solution) e portati alla temperatura di 100° C per 5 minuti. Dalla miscela sono stati 
prelevati 25 µg di proteine che sono stati caricati sul gel di poliacrilammide al 12 % 
per il rilevamento delle proteine del sottotipo 14-3-3, della GRP78/BiP e del 
precursore dell’α-amilasi (proteina caricata per il controllo). I gel di SDS-PAGE 
sono stati poi trasferiti su membrane di nitrocellulosa (0.2 µm) utilizzando un 
voltaggio di 70 V per due ore (Mini vertical gel system, Biorad). Il legame non-
specifico è impedito attraverso il blocco delle membrane con un 3% di latte in 
polvere povero di grassi, 0.2% (v/v) di Tween 20 in PBS (phosphate buffered 




saline) (10 mM NaH2PO4, pH 7.4, 0.9% NaCl) (PBS/latte) per 1 h a temperatura 
ambiente (RT). Dopo tale blocco, le membrane sono incubate per due ore alla RT in 
PBS/latte contenente anticorpi primari per le proteine 14-3-3 (diluzione di anticorpi 
policlonali α/β di coniglio 1:100; anticorpi monoclonali γ di topo 2 µg/ml; anticorpi 
policlonali ζ/δ di coniglio diluiti 1:500; anticorpi policlonali η di coniglio 0.5 
µg/ml; anticorpi monoclonali σ di topo 1 µg/ml), GRP78/BiP (anticorpo policlonale 
di coniglio in diluizione 1:250) e precursore dell’α-amilasi (anticorpo policlonale di 
pecora in diluizione 1:200). Dopo quattro lavaggi con PBS/latte, gli 
immunocomplessi sono ricercati con appropriati anticorpi secondari marcati con 
perossidasi (anticorpi di pecore diretti verso antigeni di coniglio alla diluizione di 
1:8000, anticorpi di scimmia diretti verso antigeni di pecora alla diluizione di 
1:5000, anticorpi di pecora diretti contro antigeni murini alla diluizione di 1:2000) e 
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3.6 – Analisi statistica dei dati 
 
I valori di densità ottica dei diversi spot proteici sono stati espressi come media ± 
DS. Sono state selezionate solo le proteine la cui densità ottica era di almeno 2 volte 
maggiore nei campioni di pazienti con AR rispetto ai controlli sani. L’analisi 
statistica di comparazione tra i livelli di espressione delle singole proteine nella 
saliva dei pazienti arruolati è stata effettuata mediante test ANOVA per il confronto 
delle medie tra più gruppi analizzati simultaneamente e mediante t-test per il 
confronto delle medie dei gruppi a due a due. Un p-value <0.05 è stato considerato 
statisticamente significativo. Le proteine espresse in maniera significativamente 
differente sono state selezionate ed identificate. La correlazione tra il GRP78/BiP e 
i parametri clinici e sierologici è stata ottenuta con il test del 2 e mediante il 































CAPITOLO 4 – RISULTATI 
 
4.1 – Identificazione delle proteine salivari differenzialmente espresse 
nell’AR 
 
Le immagini di due gel rappresentativi, ottenuti mediante elettroforesi 
bidimensionale (pH 3-10L) dalla saliva di soggetti con AR e controlli sani, sono 
mostrate nelle Fig. 16A e B. Approssimativamente 300 spots proteici sono stati 
identificati su ciascun gel, utilizzando la colorazione argentica. L’analisi delle 
immagini ha permesso di identificare 10 spots proteici significativamente up-
regolati nei pazienti con AR rispetto al gruppo di controllo. Questi spots sono stati 
escissi e identificati mediante spettrometria di massa (peptide mass fingerprinting 
(PMF) e MS/MS ion mass), ricorrendo all’impiego del software MASCOT. La lista 
delle proteine identificate, il peso molecolare e il punto isoelettrico teorici e rilevati, 
i valori di punteggio e copertura della MS/MS combinati con il PMF, ed il grado di 
cambiamento nel livello di espressione sono riportati in Tabella 10. La figura 16 
mostra evidenziati gli spots proteici che sono stati tagliati ed identificati. I 10 spots 
proteici suddetti sono confluiti in 8 diverse proteine che vengono di seguito 
riportate, con il rispettivo numero di identificazione: proteine 14-3-3 (nos. 47, 45), 
apolipoproteina A-1 (Apo A-1) (no. 37), calgranulina A (no. 2), calgranulina B 
(nos.17, 21), GRP78/BiP (no.105), 6-fosfogluconato deidrogenasi (6-PGDH) 
(no.84), perossiredossina 5 (PRX5) (no.24), e proteina epidermica legante gli acidi 
grassi (E-FABP) (no.22).  La Figura 17 mostra invece le densità degli spots 
diversamente espressi e gli istogrammi delle percentuali dei volumi delle proteine la 
cui espressione è significativamente diversa.  
 
   
 
 
Tab. 10 - Identificazione di proteine differentemente espresse nella saliva di pazienti con AR attraverso Peptide Mass Finger Printing (PMF) e MS/MS  
 
   




MS/MS fold-increase       p-value 











RA vs controls 
45 14-3-3 zeta/delta protein 
14-3-3 beta/alpha protein 
14-3-3 eta  protein 










































47 14-3-3 sigma protein P31947 28 4.68 33 4.48 480 76 2 196 11 2.6 0.0237 
105 
78 kDa glucose-regulated 
protein precursor 
(GRP78/BiP) 
P11021 72 5.07 72 4.98 1360 60 12 886 25 7.3    < 0.0001 





P30044 22 8.85 18 7.4 790 65 9 520 45 2 0.0467 
84 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGDH) P52209 54 6.80 52 7.03 775 55 9 394 20 2.3 0.0021 
22 Epidermal fatty acid-
binding protein (E-FABP)  P30086 21 7.42 16 6.35 104
c
 65 c - - - 2.0 0.0186 
2 Calgranulin A P05109 11 6.51 13 7.16 98 c 67 c - - - 3.6 0.0445 
17 Calgranulin B P06702 13 5.71 15 5.35 73 c 56 c - - - 3.4 0.0117 
21 Calgranulin B P06702 13 5.71 16 5.60 72 c 70 c - - - 3.1 0.0133 
 aValori di punteggio (score) e copertura (coverage) ottenuti combinando il PMF e l’analisi MS/MS. bSolo i peptidi che mostrano una soglia di significatività p<0.05 alla MS/MS sono 
inclusi. cValori di punteggio e copertura per queste proteine sono calcolati utilizzando il PMF. 
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4.2 – Validazione delle proteine differenzialmente espresse 
mediante analisi Western Blot  
 
L’analisi Western blot (WB) è stata utilizzata per verificare i risultati ottenuti 
dall’analisi dei gels dell’elettroforesi bidimensionale allargando l’indagine, per le 
proteine di maggiore interesse, ad un gruppo di controllo per così dire patologico 
rappresentato dai pazienti affetti da artropatia psoriasica. La Figura 18 mostra 
l’analisi dell’espressione delle proteine GRP78/BiP e 14-3-3 nei tre gruppi: pazienti 
con AR, controlli sani e soggetti affetti da artropatia psoriasica. Al fine di 
identificare le isoforme specifiche delle proteine 14-3-3, è stato utilizzato un 
pannello di autoanticorpi specifici (14-3-3 η, 14-3-3 ζ /δ, 14-3-3 γ, 14-3-3 σ e 14-3-
3 α /β). Le isoforme identificate sono risultate la 14-3-3 γ e σ, mentre non è stata 
evidenziata alcuna immunoreattività utilizzando gli anticorpi policlonali η, α/β e ζ 
/δ. Entrambe le isoforme 14-3-3 σ e γ hanno riconosciuto una banda specifica 
corrispondente al peso molecolare della proteina relativa. La densità ottica della 
banda specifica è stata registrata e i valori medi ± DS sono stati comparati tra i tre 
gruppi (Fig. 16). L’isoforma γ è risultata ugualmente over-espressa sia nei pazienti 
con AR (14-3-3 γ = 2 fold, p=0.045) che nei controlli patologici (14-3-3 γ= 1.8 fold, 
p=0.035), mentre l’isoforma σ è risultata significativamente up-regolata nei 
campioni dei soggetti con AR rispetto a entrambi i gruppi di controllo patologici 
(14-3-3 σ= 2.6 fold, p= 0.049) e sani (14-3-3 σ= 4.7 fold, p= 0.015).  
Per quanto riguarda la proteina GRP78/BiP, il pattern immunoreattivo ottenuto ha 
mostrato la presenza di tre bande specifiche con diversi livelli di intensità.  
L’immunoreattività più alta è stata ottenuta verso una proteina di 72 kDa, mentre le 
altre due bande immunoreattive hanno mostrato un peso molecolare apparente 
rispettivamente di 64 e 35 kDa, l’ultima probabilmente risultato di un processo 
proteolitico (132, 133). La densità ottica totale delle tre bande ha confermato la 
significativa up-regolazione della proteina GRP78/BiP nei soggetti affetti da AR, 
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4.3 – Correlazioni tra l’espressione della proteina GRP78/BiP e le 
caratteristiche cliniche e sierologiche dei pazienti affetti da AR 
arruolati nello studio 
 
Nessuna correlazione statististicamente significativa è stata rilevata tra la proteina 
GRP78/BiP e i diversi parametri clinico-sierologici presi in esame: Fattore 
Reumatoide (p-value= 0.64), Anticorpi anti-peptidi citrullinati ciclici (p-value= 
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In questo studio abbiamo confrontato il profilo proteico salivare di pazienti affetti 
da AR, con quello di una popolazione selezionata di soggetti sani, confrontabili per 
sesso e per età, con lo scopo di rilevare specifici biomarkers salivari di malattia. 
L’analisi ha evidenziato che, anche se l’espressione di alcune delle più comuni 
proteine salivari è sostanzialmente simile nei pazienti con AR e nei controlli, 
tuttavia otto proteine sono risultate differentemente espresse: calgranulina A, 
calgranulina B, E-FABP, 6-PGDH, PRX5, Apo A-1, GRP78/BiP e proteine della 
famiglia 14-3-3. 
 
Il dato più interessante che abbiamo osservato in questo studio è lo specifico e 
significativo aumento di espressione della chaperonina GRP78/BiP nei campioni di 
saliva di pazienti con AR: in questi ultimi, tale proteina è risultata aumentata di 7 
volte rispetto ai sani ed il dato è stato confermato con metodiche di Western Blot, 
attraverso un confronto sia con il gruppo di controllo dei soggetti sani che con i 
pazienti affetti da artrite psoriasica. La GRP78/BiP appartiene alla famiglia delle 
heat-shock protein 70 (Hsp70) ed è una chaperonina contenuta nel reticolo 
endoplasmatico, coinvolta nel corretto assemblaggio delle proteine nascenti (134, 
135); essa inoltre è stata implicata nella via non-classica di presentazione 
dell’antigene e nella regolazione della risposta citotossica delle cellule T CD8+, 
presentandosi come un possibile marker dello stress cellulare (63, 60). GRP78/BiP 
infine può essere secreta nello spazio extracellulare (135, 136). Numerose sono le 
prove che dimostrano come la GRP78/BiP possa essere sovraespressa nell’AR e 
giocare un ruolo di autoantigene nella malattia (135, 137). Alla base di questa sua 
aumentata espressione nella sinovia reumatoide, sembra esistere un’up-regulation 
legata a vari stimoli, quali l’anossia, l’ipoglicemia e la formazione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) che caratterizzano il coinvolgimento articolare nell’AR. Nei 
campioni di sinovia ottenuti da pazienti affetti, Blass et al. (63) nel 2001 hanno 
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descritto una notevole sovraespressione della GRP78/BiP ed hanno rilevato che 
anticorpi specifici diretti verso la stessa GRP78/BiP erano presenti in più del 60% 
dei pazienti affetti. Inoltre lo stesso gruppo ha osservato che nell’AR i linfociti T 
reagiscono contro la GRP78/BiP.  
Sempre nel 2001, Panayi et al. hanno dimostrato che tale chaperonina determina 
una proliferazione aumentata dei linfociti T sinoviali, specificamente nei pazienti 
con AR e non in pazienti con altre forme di artrite; inoltre più di recente essi hanno 
eseguito studi in vitro con cellule mononucleate di sangue umano periferico ed in 
vivo con modelli animali, dimostrando che la GRP78/BiP può: 
- prevenire e trattare la progressione delle artriti collagene-indotte,  
- regolare l’infiammazione attraverso il rilascio di interleuchina-4 
ed interleuchina-10, citochine anti-infiammatorie prodotte da 
monociti ed altre cellule; 
- modulare le cellule T che determinano la risposta immune, 
esercitando una funzione immuno-regolatoria (137-142).  
Vista dunque la forte relazione tra AR e GRP78/BiP, in questo studio preliminare 
l’identificazione dei livelli salivari di GRP78/BiP sottolinea l’importanza della 
saliva come potenziale sorgente di biomarkers diagnostici per l’AR, anche se il 
numero di pazienti arruolati non ci ha permesso di evidenziare una correlazione tra 
la proteina e i diversi parametri clinici e sierologici esaminati nell’AR. 
 
In questo lavoro abbiamo anche riscontrato una sovra-espressione di due membri 
della famiglia delle proteine 14-3-3, un gruppo di proteine con sequenza 
aminoacidica altamente conservata e costituito da sette isoforme diverse 
denominate β, γ, ε, η, σ, θ  e  ζ (143, 144). Esse sono coinvolte in numerose 
funzioni intracellulari cruciali per la cellula stessa, quali il completamento del ciclo 
di replicazione, l’apoptosi, la regolazione della via di trasduzione del segnale, il 
traffico cellulare, l’assemblaggio e la degradazione proteica (145). Di recente è stata 
ipotizzata anche una funzione biologica rilevante a livello extracellulare per tale 
famiglia di proteine; in particolare Kilani et al. (146) hanno riscontrato livelli 
significativamente aumentati delle isoforme η e γ  nei campioni di liquido sinoviale 
e nel siero di pazienti con infiammazione articolare. Tali proteine hanno dimostrato 
anche una stretta correlazione con le concentrazioni di MMP-1 e MMP-3 che sono 
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considerate da tempo markers di danno strutturale articolare. Nella saliva dei 
pazienti con AR abbiamo documentato un incremento delle isoforme  σ e γ, pari a 
due volte il loro valore normale e tale dato è stato confermato attraverso la metodica 
del Western Blot. A sostegno di tali risultati, abbiamo indagato circa la presenza di 
queste proteine anche nei campioni di saliva di pazienti affetti da artrite psoriasica; 
poiché non sono state evidenziate differenze significative rispetto ai pazienti con 
AR, si è ritenuto che le proteine in questione fossero correlate più con il 
coinvolgimento articolare in sé, che con la patogenesi dell’AR.  
 
Un altro risultato interessante che è emerso dall’analisi proteomica della saliva è 
l’incremento, nei pazienti affetti da AR, dell’Apo A-1. Questa proteina, che si 
presenta come la principale HDL (high-density lipoproteins), si riscontra a livelli 
aumentati anche nel liquido sinoviale degli stessi pazienti affetti da AR; a tale 
livello essa sembra bloccare le interazioni tra i linfociti T e i monociti, causando 
una specifica inibizione della produzione di TNF-α ed IL-1β contatto-mediata da 
parte dei macrofagi (146, 147). 
 
Si presenta in concentrazioni raddoppiate nei pazienti con AR anche E-FABP, una 
proteina citoplasmatica di 15 kDa che è stata in passato isolata e caratterizzata nei 
cheratinociti umani e che forma un legame altamente specifico con gli acidi grassi 
(FAs), trasportandoli in circolo (148). Oltre a presentarsi quale possibile proteina 
dello stress, fisiologicamente espressa durante la fase acuta del processo 
infiammatorio, essa è attualmente considerata un nuovo biomarker circolante di  
rischio cardio-metabolico (149). Il significato della sovraespressione della E-FABP 
nell’AR deve tuttavia essere ancora chiarito. 
 
Per quanto riguarda le calgranuline A e B, i dati hanno mostrato un aumento nei 
pazienti con AR corrispondente a circa 3 volte il valore presente nei controlli sani. 
Le Calgranuline A e B appartengono alla famiglia delle proteine S100 leganti il 
Calcio e sono marker di attivazione dei fagociti (150). Dopo la secrezione da parte 
dei neutrofili e delle cellule attivate dai macrofagi, queste proteine, da sole o 
associate a formare eterodimeri, sembrano esser coinvolte nel processo di trasporto 
transmembrana dei leucociti e nel trasporto dell’acido arachidonico alle cellule 
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bersaglio (150). Nell’AR tali proteine S100 sono significaticamente correlate con le 
concentrazioni sieriche della proteina C-reattiva (PCR), della metalloproteasi-3 
della matrice (MMP-3) e degli anticorpi anti peptidi citrullinati ciclici. In realtà 
l’aumentata produzione di calgranulina A (S100A8) e di calgranulina B (S100A9) è 
stata riscontrata nel siero, nel liquido sinoviale e nei campioni bioptici di sinovia 
prelevati da pazienti affetti da molte altre malattie infiammatorie, reumatiche e non: 
artrite idiopatica giovanile, artrite psoriasica, spondilite anchilosante e malattie 
infiammatorie intestinali (120). In aggiunta, si è dimostrata un’up-regulation dei 
livelli salivari di calgranuline nei campioni di saliva prelevati da pazienti affetti da 
altri disordini autoimmuni sistemici, come la Sindrome di Sjögren e la Sclerosi 
Sistemica (128, 130). Da questo punto di vista, le calgranuline, anche se non sono 
totalmente specifiche per l’AR, possono esser considerate come un eccellente 
marker di flogosi sistemica.  
 
Oltre alle calgranuline e all’E-FABP, in questo studio siamo riusciti a dimostrare la 
sovra espressione di altre due proteine correlate con lo stress ossidativo: la PRX5 e 
la 6-PGDH. La prima appartiene alla famiglia delle perossiredoxine, specifiche 
proteine antiossidanti dotate di gruppi tiolici che svolgono una funzione 
perossidasica, riducendo il perossido di idrogeno ed altri idroperossidi (151-153). 
Recentemente, sono stati descritti autoanticorpi diretti verso le perossiredoxine nei 
pazienti con AR, Lupus Eritematoso Sistemico, malattia di Behçet e vasculiti 
sistemiche; per tale motivo esse sono considerate come potenziali targets nelle 
malattie autoimmuni sistemiche (154). La 6-PGDH è invece una proteina 
enzimatica della classe delle ossido riduttasi che catalizza una reazione della via dei 
pentosi fosfati del metabolismo glucidico:  
 
 




Tale reazione permette il recupero del NADPH che è necessario per la protezione 
contro i ROS, i principali mediatori dello stress ossidativo nell’AR (155). 
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Attualmente, infatti, numerose sono le evidenze che suggeriscono un ruolo di tale 
stress ossidativo nella patogenesi dell’AR e le specie reattive dell’ossigeno sono 
state chiamate in causa principalmente nel danno delle cellule cartilaginee e nell’up-
regulation dei mediatori della degradazione della matrice. Le ROS sono prodotte 
principalmente dai fagociti attivati durante i bursts ossidativi, ma anche durante la 
riperfusione post-ischemica sinoviale che segue il danno articolare; esse possono 
“attaccare” tutte le molecole biologiche incluse proteine, lipidi ed acidi nucleici, 
contribuendo attivamente al processo infiammatorio che coinvolge le articolazioni 
(156, 157). 
 
La sovra espressione salivare di PRX5 e di 6-PGDH sottolinea la potenzialità della 
saliva di rispecchiare i diversi aspetti patogenetici di una malattia sistemica 
complessa come l’AR, incluso lo sbilanciamento dei fattori pro-
ossidanti/antiossidanti in favore dei primi, che è stato notevolmente dimostrato nei 
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CAPITOLO 6 - CONCLUSIONI 
 
 
In conclusione, questo primo studio preliminare indirizzato alla ricerca dei 
biomarkers salivari nell’AR, aggiunge ulteriori prove delle potenzialità dell’analisi 
proteomica della saliva, eseguita combinando la 2DE e la MALDI-TOF/TOF, nella 
ricerca di specifici biomarkers delle malattie autoimmuni sistemiche.  
Infatti i risultati ottenuti sono di particolare rilievo, considerando che i pazienti con 
AR e sindrome di Sjögren secondaria sono stati esclusi dallo studio; è possibile 
pertanto avanzare l’ipotesi che la saliva possa riflettere aspetti di un processo 
patologico sistemico, indipendentemente dalla presenza di un coinvolgimento delle 
ghiandole salivari. Alla luce di questo, l’identificazione nei campioni salivari, per la 
prima volta, della proteina GRP78/BiP, un biomarker dell’AR largamente 
dimostrato nel siero e nella sinovia dei pazienti affetti, risulta di notevole 
importanza.  
Questo lavoro fornisce infine un razionale per avviare ulteriori studi mirati 
all’identificazione di markers nella saliva umana, che possano fornire indicazioni di 
significato diagnostico e terapeutico. In particolare possibili sviluppi dello studio 
potrebbero prevedere l’analisi dell’espressione delle proteine nelle diverse fasi 
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